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1.1 PREÁMBULO
La regulación de las funciones celulares y su integración en el seno de un organismo
pluricelular depende de la transmisión de información, desde células emisoras a receptoras, en
forma de mensajeros químicos de muy diversa naturaleza (Hardie, 1991).
La especificidad en la transmisión radica en la existencia de receptores, generalmente
proteínas localizadas en membrana plasmática o intracelularmente, que median la respuesta
biológica promovida por el mensajero al que se unen con elevada afinidad y especificidad, de
forma saturable y reversible.
En una gran cantidad de situaciones fisiológicas y patológicas se producen
modificaciones adaptativas o alteraciones del funcionamiento de estos sistemas de comunicación
biológicos que pueden afectar a los niveles y/o funcionalidad de los mensajeros químicos y
sistemas receptores implicados.
El esfuerzo físico promueve una serie de modificaciones transitorias en el sistema
neuroendocrino que en el caso de una práctica deportiva regular y de cierta intensidad pueden
dar paso a mecanismos adaptativos de carácter mas o menos permanente. La movilización del
sistema simpato-adrenal es una de ¡os principales componentes de esta respuesta adaptativa y
las catecolaminas liberadas (adrenalina y noradrenalina), actúan a través de diferentes sistemas
receptores, siendo uno de los mas importantes el 13-adrenérgico-adenilato ciclasa, ubicuamente
distribuido en los tejidos de mamíferos, y a través del cual se regulan una enorme variedad de
procesos fisiológicos y metabólicos.
La investigación cuyos resultados se presentan en esta memoria, se inscribe dentro del
estudio de los mecanismos bioquímicos de adaptación al ejercicio físico de resistencia intenso
y regular en los sistemas de transducción de información a través de membrana plasmática y
mas concretamente en el sistema lA-adrenérgico-adenilato ciclasa. Utilizando un modelo animal
experimental fiable y contrastado se ha elegido la unidad de interrelación metabólica que
forman músculo cardíaco, hígado y tejido adiposo para estudiar la regulación de adenilato
ciclasa, fundamentalmente por la vía 13-adrenérgica, en el marco de la respuesta integrada al
ejercicio físico.
1.2 MENSAJEROS QUÍMICOS Y SISTEMAS DE TRANSDUCCION
1.2.1 Tipos de mensajeros químicos
La naturaleza química de los mensajeros utilizados en la comunicación intercelular es
muy variada: péptidos o proteínas (glucagón), aminoácidos (glutamato), derivados de
aminoácidos (catecolaminas), esteroides o derivados (testosterona, calcitriol), derivados de
ácidos grasos (prosíaglandinas), nucleásidos (adenosina), nucleátidos (ATP), fosfolípidos (factor
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activador de plaquetas, PAF), u otros no incluidos en estos grupos como acetilcolina u óxido
nítrico (NO). Además de estos mensajeros químicos que pueden actuar como hormonas,
neurotransmisores, neuromoduladores, factores de crecimiento omediadores jocales; otros muy
diversos como feromonas, lipoproteinas plasmáticas, toxinas bacterianas, virus, multitud de
agentes farmacológicos, compuestos desencadenantes de estímulos olfativos o gustativos e
incluso estímulos físicos (luz, presión), ejercen su acción a través de receptores (Shepher4 1991
yHardie, 1991).
En los sistemas receptores se pueden diferenciar dos componentes funcionales: receptor,
al que se une el ligando, y efector, que induce la respuesta. Ambos componentes se pueden
encontrar formando parte de la misma cadena polipeptídica, o bien ser dos entidades distintas
que requieren para su funcionamiento un acoplamiento previo. Los agonistas (totales o
parciales) se unen al receptor promoviendo una respuesta, mientras que los antagonistas
(competitivos o no competitivos) no desencadenan respuesta biológica alguna aunque se unen
al receptor con elevada afinidad y especificidad (Rangy Dale, 1992).
1.2.2 Clasificación de los sistemas de transducción de información a través de membrana
Por lo que respecta al mecanismo de transducción a través de membrana plasmática
(Figura 1), los sistemas receptores se pueden clasificar en dos grandes grupos:
1) Dependientes de proteínas O para el acoplamiento del receptor con el efector, que son
entidades distintas <Taylor, 1990). Los efectores, que pueden ser activados o inhibidos,
son canales iónicos (Kl, Ca’~, Na~) o enzimas (adenilato ciclasa, fosfolipasas o
fosfodiesterasas de nucleátidos cíclicos). El acoplamiento funcional por interacción
proteína-proteína específica entre los componentes del sistema dependerá de su
movilidad en el seno de la bicapa lipídica y por tanto, de la fluidez de ésta (Jans, 1992).
La modificación de la permeabilidad de la membrana plasmática por la activación o
desactivación de canales iónicos provoca cambios en el potencial de membrana y
algunos de estos iones, pueden actuar como mensajeros intracelulares (Ca’4). La
regulación de enzimas incide sobre la génesis (adenilato ciclasa, fosfolipasa) o
degradación (fosfodiesterasas de nucleátidos cíclicos) de mensajeros intracelulares. El
mensajero intracelular producido, en la mayoría de los casos, actúa a través de proteínas
quinasas específicas que fosforilan en Ser o Thr diferentes sustratos promoviendo una
respuesta fisiológica (Cohen, 1992). Eventualmente, el mensajero puede actuar
directamente, independientemente de la fosforilación (por ejemplo, regulando canales
iónicos) (Barnarct 1992). Se ha propuesto que el antiporte Na4/Ht y la Ca’~-ATPasa de
membrana plasmática pueden actuar como efectores regulados a través de proteínas O
por receptores (13-adrenérgicos y glucagón, respectivamente) (Barber y Ganz, 1992 y
Jouneaux et aL, 1993).
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II) Independientes de proteínas O.
II.A) Receptor y efector, que es una actividad enzimática, están formando parte de
la misma cadena polipeptídica que presenta un sólo fragmento
transmembranar. La unión del mensajero a su sitio específico en el lado
extracelular promueve un cambio conformacional que se traduce en la
activación enzimática, previa dimerización/oligomerización que también
depende de la fluidez de la membrana. En función de ¡a actividad del receptor
se pueden distinguir los siguientes subtipos:
II.A.1) Receptores con actividad de guanilato ciclasa para péptidos
natriuréticos (GEA y GCE) y enterotoxinas (GCC) (Garben, 1992).
II.A.2) Receptores con actividad de proteína tirosina quinasa para insulina
y una gran variedad de factores de crecimiento (IGF-I, EGF, PDGF,
NOF, etc.) (Cadena y Gil?, 1992 y Panayotou y Waterflel4 1993). El
receptor de insulina constituye una excepción estructural al tener
escindida la cadena polipeptidica (a y 13) y encontrarse ya
“dimerizado” (puentes disulfuro) antes de unirse la hormona, y una
excepción funcional por su capacidad de promover una diversidad de
mecanismos de transducción distintos (Haring, 1991).
II.A.3) Receptores con actividad de proteína Ser/Thr quinasa. Es el último
receptor descrito (tipo II de TOF-13) (Ma.ssagué, 1992>.
II.A.4) Receptores con actividad de proteína tirosina fosfatasa (proteína
CD45) (Fischeretat, 1991).
II.B) Receptores que son canales iónicos (Barnarc4, 1992). Tienen estructura
pentamérica. La unión del mensajero ados sitios localizados extracelularmente
promueve un cambio conformacional que se traduce en la activación de un
canal iónico específico que forma la propia estructura oligomérica (receptores
nicotínicos de acetilcolina, receptores GABAA, receptores NMDA de Glu, etc.).
La afinidad por el ligando que presentan todos estos receptores es muy distinta y
mientras el receptor nicotínico de acetilcolina (II.B) trabaja frente a concentraciones de agonista
de aproximadamente 300 MM en la hendidura sináptica, los receptores con actividad tirosina
quinasa (II.A.2) deben detectar muy bajos niveles plasmáticos de hormona (60-600 pM).
El tiempo de generación de respuesta en estos sistemas de transducción es también muy
variable desde miisegundos (despolarización postsináptica promovida por acetilcolina, tipo
II.B), hasta horas o días (crecimiento y diferenciación celular regulados por factores de
crecimiento, tipo II.A.2).
Las respuestas mediadas a través de proteínas G presentan un perfil intermedio entre
ambos extremos, con receptores de afinidad relativamente baja (1-100 nM) pero en exceso
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(“sparc receptor?) de tal forma que sólo se necesita la ocupación de un mínimo porcentaje para
desencadenar la respuesta en un tiempo de segundos.
Los sistemas de transducción no actúan independientemente como simplificadamente
se representa en la Figura 1, sino que se encuentran inmersos en una regulación cruzada
(“cross-talk”), de forma que unos modulan la acción de otros, fundamentalmente vía
fosforilación (Nishizuka, 1992). Así, por ejemplo, la proteína quinasa C (PKC), una Ser/Thr
proteína quinasa asociada a la vía de los fosfoinosítidos, fosforila receptores, proteínas G y
efectores ajenos a esa vía (receptores «2 y 13-adrenérgicos, proteína O, adenilato ciclasa y
receptores con actividad de tirosina quinasa). Por otra parte, algunos receptores con actividad
de tirosina quinasa (por ejemplo de EGF) pueden conectar con la vía de generación de
mensajeros intracelulares (ciclo de fosfoinosítidos) a través de la activación por fosforilación
en Tyr de fosfolipasa Cy (dominios SH2). En otros casos (por ejemplo insulina) la señal inicial
de fosforilación en Tyr se puede transformar en fosforilación o desfosforilación en Ser/Thr
mediante la activación de quinasas y fosfatasas. Además, la mayoría de los canales iónicos de
membrana plasmática se regulan por fosforilación en Ser/Thr y/o Tyr por acción de diferentes
proteína quinasas.
1.3 PROTEÍNAS G
Las proteínas O unen nucleótidos de guanina (GDP o OTP) y tienen actividad
GiPásica (Con/din y Bourne, 1993; Hepler y Gilman, 1992; Birnbaumer, 1992y 1993; Bourne et
aL, 1990 y Spiege4 1992). Presentan un ciclo de activación-desactivación (Figura 2) en el que el
GDP unido a la forma inactiva es desplazado por el GTP, originándose una forma activa de la
proteína G que retorna a su estado inactivo merced a su propia acción GTPásica.
La irreversibilidad de la hidrólisis del GTP concede unidireccionalidad al ciclo,
susceptible de ser regulado por proteínas de intercambio o liberación de nucícótidos de guanina
(ONRPs o ORFs) y por proteínas activantes (GAPs) o inhibidoras (OIP, fosducina) de la
actividad OTPásica.
13.1 ClasLIlcación
Existen dos tipos principales de proteínas G:
1. Heterotriméricas (80-95 KDa) implicadas principalmente en procesos de transducción
de información a través de membrana plasmática y probablemente también en
transporte intracelular de vesículas.
.7
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Figura 2. Ciclo de activación-desaaivación de proteínas G.
II. Monoméricas, de pequeño tamaño (21-25 KDa), “small O proteins”, con multitud de
funciones y procedencias: regulación de síntesis de proteínas (factor de elongación EF-
TU de bacterias), del transporte intracelular de vesículas (ARF), productos de
oncogenes (familia ras) etc.
Hay además un tercer tipo, minoritario, de proteínas G heterodiméricas (100 KDa),
como tubulina y el receptor de SRP implicado en biosíntesis de proteínas de membrana y
secreción.
1.3.2 Proteínas G beterotriméricas
En 1971, Rodbell y colaboradores pusieron de manifiesto el requerimiento de
nucícótidos de guanina en la regulación de la transducción de señales mediadas por receptor
(Rodbell a aL, 1971), lo que condujo posteriormente al descubrimiento de las proteínas O que
participan en este proceso. Las proteínas O heterotriméricas, que acoplan receptores de
membrana a sus correspondientes efectores, constan de tres subunidades distintas: a (39-46
KDa), 13 (35-37 KDa) y y (8-10 KDa). En mamíferos, existe una gran variedad de subunidades
GTP GDP
GDP
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a (mas de 20 producto de, al menos, 16 genes) que por comparación de su secuencia de
aminoácidos (50-90% de identidad) se han agrupado en cuatro familias: «<, a,, ; y «¡,2 que
algunos autores reducen a tres al considerar «1,2 una subfamilia de «q («q II). En la Figura 3 se
representa las relaciones fiogenéticas entre todas ellas y los efectores que regulan
(recientemente, aunque no se indica en la figura, se ha demostrado que a, inhibe Ca2~-ATPasa
de membrana plasmática, que sería un nuevo efector de esta proteína O) (Jouneaux a aL, 1993).
En la familia «~ se incluyen las distintas isoformas de a. y ~ (en neuronas olfativas). La familia
aq la forman además de la propia aq, las subunidades %, «~, «16, «12 y «13. En la familia a~ se
incluyen a~, gusductina (papilas gustativas) y las distintas isoformas de transducina (a,), «fl y a,.
Este criterio de clasificación, que se ha podido utilizar gracias a la donación y determinación
de secuencias, ha sustituido al inicialmente establecido sobre la base del efector regulado (O.
y O,, activación e inhibición de adenilato ciclasa; Q, regulación de fosfolipasa C; GIL~
modulación de canales de K1, etc.). No obstante, ambos criterios coexisten en algunos casos y
existen proteínas G funcionalmente identificadas (O, regulación de fosfolipasa A
2) que
requieren todavía una ubicación filogenética, y subunidades a donadas («12) que necesitan su
identificación funcional.
Funciones
0~]tAc sJtCat.Kca
ql
ii[
14 tPLCII
ieJ
7
o19 ~ PLC?
o2tJ oVJ’>aL.N
gua~ 1cM
conos’] cG POE
cG
KirKATP
Figura 3. Arbol filogenético de las subunidades a de las proteínas G y sus funciones. El asterisco indica que
la subunidad a es sustrato de ADP-ribosilación por toxina pertussis, y el doble asterisco indica que
la función asignada es posible. AC, adenilato ciclasa; Cal, canal de Ca
2 tip L; CaN, canal e calcio
tipo N; I%, canal de potasio activado por caldo; K« canal rectificador de corrientes de potasio hacia
el interior; KAm canal de potasio inhibido por ATF; PLC, fosfolipasa C; PDE, fosfodiesterasa; cA,
AMI> cíclico; cG, GMP cíclico; Gust, gusductina. Tomado de Bimbawner, (1993).
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La variedad de subunidades 13 y y en mamíferos, aunque en constante crecimiento, es
todavía bastante menor. Cuatro isoformas de 8 (¡31-84; 80% de identidad) y ocho de y (y1-yj,
y siempre se presentan, en condiciones no desnaturalizantes, en forma de dímeros estables 13y,
intercambiables entre al menos algunas de las proteínas O. Recientemente se ha demostrado
que el tipo de subunidades 13 y y del heterotrímero puede condicionar la interacción de la
proteína O con receptor y efector (K/euss et aL, 1992 y 1993). Además, los dímeros ¡Ay pueden
regular directamente diferentes efectores (adenilato ciclasa, fosfolipasas). De todas las
teóricamente posibles, aún queda por determinar el número de combinaciones entre a, ¡3 y y
que ocurren iii vivo en mamíferos
La subunidad a contiene el sitio de unión del nucleótido y la actividad GTPásica. A la
formación del sitio de unión contribuyen 5 secuencias conservadas en todas las proteínas O que
se distribuyen a lo largo de la cadena polipeptídica (regiones O, Figura 4) (Con/din y Bourne,
1993). En presencia de Mg~, y con GDP unido al heterotrímero, fluoruro y aluminio activan
las proteínas O formando complejos MF~ que mimetizan el fosfato ~rdel GTP, al interaccionar
con el sitio de unión del nucleótido. Se han diferenciado también dominios de interacción con
el receptor, efector y ¡Ay (Figura 4). Al menos tres regiones de a interaccionan con el receptor,
una en el extremo amino terminal, sobre la que se tienen mayores evidencias, y otras dos en el
extremo carboxio terminal y próximo a la región 05. Existen otros tres fragmentos implicados
en el reconocimiento de (Ay y del efector (Figura 4). En una imagen tridimensional de la
subunidad a, orientados hacia la membrana plasmática se dispondrían los dominios implicados
en la interacción con el receptor, efector y dímero lAy mientras que el sitio de unión del
nucleátido se encontraría hacia el citoplasma.
Número de residuo
0 200 400
Cct N C
GI G2G3 G4 G5
R [3 ER
Sitios de contacto » /
_______________________t_____________________
0 200 400
Número de residuo
Figura 4. Modelo lineal de 0<. 0~, ~ secuencias conservadas de las proteínas 0 que contribuyen a la
fonación del sitio de unión del nucleátido; R, receptor; E, efector. Tomado de Conktiny Botone,
<1993).
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1.3.3 Modificación covalente de proteínas G
La subunidad a se puede encontrar modificada covalentemente por fosforilación, ADP-
ribosijación, miristoilación y palmitoflación (Ywnane y Fung, 1993). A través de fosforilación,
la modificación covalente más frecuente de proteínas, se puede regular la funcionalidad de
algunas proteínas O (por ejemplo, fosforilación de a, por PKC). La ADP-ribosilación por
toxinas bacterianas ha constituido un importante elemento en el estudio y clasificación de las
proteínas G. La toxina colérica, de Vibrio cholerae, ADP-ribosila restos de Arg (Figura 5) de
algunas subunidades « disociadas lo que se traduce en la inhibición de su actividad GTPásica
y por tanto, en su activación permanente (Figura 2 y 7A). La toxina pertussis, de Bordetetia
pertussis, ADP-ribosila en Cys (Figura 5) algunas subunidades a cuando se encuentran formando
parte del heterotrímero que permanece inactivado al encontrarse impedido el acoplamiento de
la proteína O modificada con el receptor que es lo que promueve el intercambio de nucleótidos
de guanina (Figura 2 y 7A). En la Figura 3 se indican las subunidades a susceptibles de ADP-
ribosilación por una u otra toxina. Este tipo de modificación covalente podría tener
implicaciones reguladoras y no sólo patológicas, puesto que se ha descrito la existencia de
procesos de ADP-ribosilación endógenos llevados a cabo por enzimas presentes en diversos
tejidos de mamíferos.
Enlace 5-gilcosidico
Toxina apertuasís Cys-CI-1
2.S,.Ríboss AdenosenaC~S Cuy SU
1
NAO+ Nkotidan,ida+ II~
A~-(c1I2)>-NH-C =I<l{2~ Arg-(CH,)>-NILC=NII ....Ribosa Adenosina
Toxina
~2NH2 Colérica
Enlace N-glicosidico
Figura 5. Mecanismo de reacción de la ADP-ribosilación catalizada por toxina colérica y pertussis.
Clásicamente se ha atribuido al dímero By el anclaje de las proteínas O
heterotriméricas a la cara citoplasmática de la membrana plasmática, Las subunidades y se
encuentran poliisopreniladas (geranil-geranio) en la Cys C-terminal que está carboximetilada
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(Figura 6). La preniiación de y es indispensable, además, para la interacción dc alta afinidad
de ¡Ay con la subunidad a o con los efectores que regula. Hasta la fecha no se ha descrito
modificación lipídica de Ja subunidad 13. Algunas subunidades a (por ejemplo, a, y a0 pero no
a,) se encuentran miristoiladas (unión covalente de miristato mediante enlace agnida a Oly N-
terminal) lo que aparentemente permitiría que continuaran ancladas a la membrana una vez
disociadas (Figura 6) (Spiegel et aL, 1991>. Recientemente se ha demostrado la palmitoilación
(unión de palmitato mediante enlace tioester) de a~, «~ «q/«jI y a~ y se ha sugerido que esta
modificación covalente reversible puede regular Ja localización y función de a (Linder u al.,
1993 y Parenti et aL, 1993). Transducina (a~) también se puede encontrar acilada por ácidos
grasos distintos del mirístico (Neubert et aL, 1992). Por tanto, la asociación de las proteínas O
a la cara citoplasmática de la membrana plasmática se efectúa a través de la modificación
lipídica de ¡Ay en todos los casos y al menos también en algunos por la acilación de a.
Figura 6. Sistema receptor dependiente de proteínas G. Las subunidades « de las proteínas G se pueden
encontrar tnirisoiladas o palmitoiladas, mientras que las y están isopreniladas. Algunos receptores
acoplados a proteínas (1 (por ejemplo 8-adrenérgicos) también se encuentran adiados. El efector
es frecuentemente una proteína integral de membrana (E1) pero puede ser también una proteína
periférica (por ejemplo fosfolipasas) (22).
NH?
MP
INT
Receptor
Proteína O
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A
GDP
B
GTP
(e) (e)
1’
(d)
Figura 7. Ciclo de activación-desactivación de proteínas (1 en la tranaducción de señales:
A> Representando los tres estados confonnacionales que atraviesa la subunidad a. R, receptor; E~
y 22, efectores distintos regulados por a y L{y, respectivamente; CF, acción de toxina colérica; PT,
acción de toxina pertussis; modificado de Con/din y Rociare, <2993). U) En membrana plasmática:
(a), estado basal; (b), activación del receptor; (c), disociación de la proteína O; (d), activación de
¡os efectores y (e) actividad GTPásÍca para retomar al estado basal; tomado de Hepler y Gilman,
(1992).
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t
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1.3.4 Ciclo de activación-desactivación de proteínas G en la transducción de señales
En el ciclo de activación-desactivacidn de proteínas O heterotriméricas, la subunidad
a atraviesa, al menos, tres estados conformacionales (Figura 7A); un estado inactivo con GDP
unido, un estado en el cual el sitio de unión del nucleótido de guanina se encuentra vacío y un
estado activo, disociado, con GTP unido. a GDP tiene elevada afinidad por ¡Ay y la unión de
este dímero incrementa su afinidad por ODP. El complejo ligando-receptor (R’ en la figura) se
une exclusivamente a la forma heterotrimérica a ODP43y, promoviendo la liberación de GDP.
La entrada de 0W en el sitio vacio ocasiona la rápida disociación de a ‘OTP, de baja afinidad
por 137 y alta afinidad por el efector El que regula. La hidrólisis del GTP unido (que se acelera
por la interacción de a ~GTPcon el efector que actúa como una proteína estimuladora de la
actividad OTPásica), pone fin a la regulación retornando « a su estado heterotrimérico inactivo
con 0W unido. En la Figura 7 se indica que el dímero Liy puede también regular directamente
efectores (E2). En la Figura 713 se representa este ciclo de activación-desactivación de proteínas
O en membrana plasmática y la regulación de dos efectores distintos El y E2 por a y ¡Ay. A
pesar de que este modelo de activación de proteínas G está plenamente aceptado, existen datos
acerca de la asociación permanente del heterotrimero G~ con adenilato ciclasa, lo que sugiere
que lAy no se disocia <Marbach a aL, 1990), y otros que indican que «q puede interaccionar
simultáneamente con el receptor y el efector fosfolipasa C <Berstein a aL, 1992).
1.4 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEÍNAS G. RECEPTORES ADRENÉRGICOS
1.4.1 Características generales
Los receptores acoplados a proteínas O tienen características estructurales comunes
(Figura 8) son monómeros (450-600 aminoácidos) y la cadena polipeptídica se pliega
atravesando siete veces la membrana mediante fragmentos transmembranares, TM1-TM7, ricos
en aminoácidos hidrofóbicos, que se conectan por lazos extracelulares (E1-E3) e intracelulares
(11-13) (Strosberg, 1991 y Dohiman et aL, 1991). En las zonas El se establecen puentes disulfuro
que estabilizan la estructura. Fil extremo N-terminal que se localiza extracelularmente y
habitualmente N-glicosilado, tiene un tamaño variable en función del tipo de ligando. Si los
ligandos son grandes (hormonas glicoprotéicas), el fragmento N-terminal también lo es y
participa en la interacción específica ligando-receptor (por ejemplo, receptor de TSH), mientras
que si los ligandos son pequeños (catecolaminas), el fragmento N-terminal también lo es y no
participa en la recepción del ligando cuyo sitio de unión se encuentra en una oquedad que
forman los fragmentos transmembranares (Figura 8 y 9). Utilizando receptores quiméricos,
delecciones, mutaciones puntuales y péptidos que mimetizan
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PaImito i 1 acié a
Características estructuralesde los receptores acoplados a proteínas G. (A), representaciónapandida
en la que se reflejan ¡os siete dominios transmembranares y las modificaciones de ¡a cadena
polipeptídica. (U), en representación tridimensional. (C) vista superior de los siete segmentos
transmembranares que forman un bolsillo donde se introduce el ligando para unirse al receptor.
Tomado de LejXcowi¿z, (¡991) y COZ/Ini el aL, (¡99!).
c
TM 1
Figura 8.
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o inhiben la interacción de tos receptores con O, se han identificado cuatro regiones de los
receptores responsables de la especificidad de interacción con proteínas G y que se localizan
intracelularmente. Estas son el fragmento C-terminal de 12, los fragmentos N y C-terminales de
13 y un fragmento de la región C-íerminal. Los fragmentos de 12 e 13 implicados están en forma
de a hélices anfipáticas con aminoácidos hidrofilicos (principalmente básicos) a un lado e
hidrofóbicos a otro. El mastoparán <Sukumo.n y Higashijima, 1992), un péptido de catorce
aminoácidos del veneno de avispa, con capacidad de formar hélices anfipáticas, activa proteínas
O de la familia 0 (0., O~, 03 interaccionando con la subunidad a correspondiente,
comportándose como un análogo de receptor activado. La región C-terminal se encuentra
frecuentemente acilada (palmitoilada) (Figura 6 y 8) y el cambio conformacional que de esta
modificación covalente se deriva es generalmente requerido, aunque no siempre, para la
interacción específica del receptor con la proteína O.
Figura 9. Regiones características de los receptores acoplados a proteínas G. Se resaltan las regiones implicadas
en la interacción con el ligando y con la subunidad a de las proteínas O. Tomado de Tay¡os (1990).
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1.4.2 Modelo del complejo ternario
El Modelo del Complejo Ternario, propuesto por Letkowitz es el mas ampliamente
aceptado para describir el mecanismo de activación a través de receptores acoplados a
proteínas O. Se denomina así por la formación, durante ese proceso, de un complejo ternario
entre el mensajero extracelular (habitualmente denominado hormona), el receptor y la proteína
O (Figura lOA). E] propio Lefkowitz ha modificado recientemente el modelo en e] sentido que
se indica en la figura 1GB, con el receptor en equilibrio entre dos conformaciones R y it, de las
que sólo la forma 1< es capaz de interaccionar con la proteína O <Santana a aL, 1993). Así, R’
se puede considerar el “estado activo”, único que puede originar el complejo ternario HRO,
cuya formación viene determinada por dos constantes, 3 y 8, adicionales. J, adimensional,
describe la isomerización espontánea R — R, de forma que cuando su valor es elevado, todos
los receptores se encontrarían en el estado it, siguiendo e] modelo del complejo ternario clásico
(Figura 10 A,8). 13, también una constante adimensional, relacionada con el ligando, describe
la extensión en la que La unión de éste (H) afecta al equilibrio conformacional del receptor, en
el sentido de dirigir al receptor a su estado activo R’ capaz de interaccionar con la proteína O.
En este modelo, la formación del complejo ternario por el ligando depende de dos factores: su
capacidad de facilitar la transición de R al estado activo it, medido por la constante 13, y su
capacidad de estabilizar el complejo ternario HRG, medido por la constante a (Figura 10).
Mientras que 13 sólo depende del ligando y el receptor, a también depende de la proteína O.
a b H 4-R-t ~ K HR~ G
A.
3 vi
H±R>G K ~fY~HR*
- <1 HR~-G H>V~G
.1 A, A A
SI M
u~3K
HRG HRG HL~G - HRXS
[R]
[HR3 [HRQ)[R] [HR] IHR*GI [R’
]
_ [RC3 LHRI [R
Figura 10. Modelo de Complejo Ternaño propuesto por LSIWWÍIZ para descnbir el mecamsmo de activación
a través de receptores acoplados a proteínas G. A) en su propuesta original y B) en la moderna
versión modificada por el mismo autor. E, hormona; R, receptor; Ci, proteína O. Tomado de
Lejkowñz a al., (¡993).
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Los receptores cuando se encuentran acoplados con las proteínas O (forma RO) exhiben
una mayor afinidad por el agonista (estado de alta afinidad, R~, con una constante de
disociación K11) que cuando se encuentran libres, en forma R (R1, de baja afinidad, KJ. Los
procesos que regulan la fracción de receptores en estado de alta afinidad no se conocen, aunque
pueden reflejar el estado de fosforilación del receptor, y la estequiometría del receptor y la
proteína O. Una importante característica de la transducción mediada por proteínas O es la
amplificación de la señal extracelular primaria. En la mayoría de los sistemas esta amplificación
tiene lugar en dos etapas. En la primera se activan de diez a varios cientos de proteínas O por
cada receptor con ligando unido y en la segunda se ve afectado el recambio de miles de
moléculas que actúan de mensajeros intracelulares por cada enzima efectora que se regula. Así,
se pueden producir amplificaciones de la señal inicial que pueden superar el millón de veces.
Por otra parte, un mismo receptor puede activar diferentes proteínas O y receptores
distintos pueden utilizar la misma proteína O. Este hecho, unido a la gran diversidad de
H —fi R —fi O —fi E
H—frR----frO
H,—*R1-—fr
E
H2—frR2----*
Figura 11.
H ~ R ~> .S
Diferentes posibilidades de transmisión de información a través de proteínas Ci que dan idea de
la versatilidad del sistema. H, hormona; R, receptor; Ci, proteína G; E, elector. Modificado a partir
de Bimbawneret al., (19%).
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efectores que pueden regular una misma proteína O (a través de « y de ¡Ay) y a que un mismo
efector puede resultar regulado por proteínas O distintas, como se ha visto anteriormente,
confiere al mecanismo de transducción dependiente de proteínas O una gran versatilidad y
complejidad, con posibilidad de regulación cruzada entre vías (Figura 11) (Milligan, 1993 y
Birnbaumer et aL, 1990> .Alteraciones en los niveles y/o funcionalidad de proteínas O se asocian
con una gran cantidad de situaciones fisiopatológicas (Spiegel a aL, 1992).
1.4.3 Clas¡flcac¡dn de los receptores adrenérgicos
De los receptores acoplados a proteínas O, uno de los mas estudiados han sido los
adrenérgicos, para las catecolaminas adrenalina y noradrenalina, distribuidos ubicuamente en
el organismo y que median una gran cantidad de funciones fisiológicas (Rang y Dale, 1992).
Fueron los primeros receptores en ser clasificados en tipos distintos (a y ¡3) sobre la base de la
respuesta fisiológica producida por agonistas, en un estudio clásico y pionero de Ahiquisí,
(1948). El desarrollo de las técnicas de unión de ligandos utilizando antagonistas selectivos
permitió avanzar en la clasificación de tipos y subtipos, Esta clasificación se ha completado con
estudios de la comparación de la secuencia de aminoácidos de la cadena polipeptídica y mas
concretamente de los fragmentos transmembranares donde se localiza el sitio de unión
(aminoácidos de TM3, TM5 y TM7 participan en el reconocimiento de la catecolamina).
Para las dos catecolaminas, adrenalina y noradrenalina, existen, al menos, diez receptores
distintos (Summersy Mc Martin, 1993), acoplados a una gran diversidad de efectores, como se
indica en la Figura 12. Adenilato ciclasa se activa por los de tipo 13 y se inhibe por los de a2,
mientras que los a, no tienen ningún efecto sobre ella. El significado funcional de esta
diversidad de tipos y subtipos no está del todo claro. Presumiblemente, ello permite un exquisito
grado de especificidad en el control de los procesos bioquímicos y fisiológicos en el organismo.
Así, los diferentes efectos de una única hormona en distintos tejidos pueden ser debidos en
parte a la variable expresión de subtipos en esos tejidos.
1.4.4 Mecanismos de desensibilización de receptores acoplados a proteínas G
El estudio de los receptores adrenérgicos, fundamentalmente ¡A, ha permitido conocer
los mecanismos de desensibilización de receptores acoplados a proteínas O (Kobilka, 1992). Se
conoce como desensibilización, la disminución de la respuesta a una señal extracelular como
consecuencia de la exposición prolongada a elevadas concentraciones de agonista. Es, en
definitiva, una respuesta adaptativa a un exceso de información extracelular que se puede
producir en determinadas situaciones fisiológicas o patológicas, o como consecuencia de
tratamientos farmacológicos. La desensibilización es homóloga, o específica, cuando afecta
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Receptores adrenérgicos
¡A
13~ ¡3, 133
0/13
t
«2
1
«2D
a,
‘1
«lA «IB «Ic
1~’
0(f)
-AC
‘4
,
IP,/DAO
tK + 1 Ca’4
Familias dc receptores adrenérgicos y efectores que regulan a través de proteínas G. G~, familias
de proteínas G; AC, adenilato cieXasa; Ca’t canales de Ca2~; K¼canales de Kt IP
3, inositol
trisfosfato; DAG, diacilglicerol.
exclusivamente al receptor a través del cual se promueve el efecto, y heteróloga o inespecífica
cuando se ven implicados más receptores o los efectores a través de los cuales actúan diversos
receptores. Se puede producir también la hipersensibiización de sistemas receptores de
membranas como consecuencia de la disminución de la concentración de agonista o de la
presencia de antagonistas. La base molecular de la hipersensibilización, en la que
aparentemente se incrementa el número de receptores, se conoce peor que la de la
desensibilización, que han sido particularmente bien estudiados en receptores 13-adrenérgicos.
En estos receptores, se produce de forma rápida (segundos) un desacoplamiento de O, por
fosforilación y el secuestro del receptor fosforilado a localizaciones intracelulares donde sólo
es accesible a ligandos lipofílicos (Figura 13A). El secuestro es un mecanismo imprescindible
para la reactivación (desfosforilación) y reciclaje a la membrana de los receptores rápidamente
desensibilizados, que no debe confundirse con la “down-regulation”, en la que se produce una
+AC
t Ca’~
Figura 12.
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disminución en el número total de receptores y que es sólo perceptible después de una
exposición prolongada del receptor (mayor de una hora) al agonista (Yu et aL, 1993). Estos
mecanismos lentos de desensibilización , que pueden alcanzar días de duración, implican
alteraciones en la síntesis y probablemente también en la degradación del receptor.
La fosforilación del receptor corre a cargo de dos proteína quinasas distintas, la quinasa
de receptores 13-adrenérgicos (IAARK) y la proteína quinasa dependiente de cAMP (PICA)
(Palczewski y Benovic, ¡991) (Figuras 88 y 138). BARK fosforiia restos de Ser próximos al
extremo C-terminal, sólo cuando el receptor está ocupado por un agonista (desensibilización
homóloga), mientras que la fosforilación por PICA, que se da tanto en el fragmento C-terminal
como en la región 13, no requiere la ocupación por agonista y puede ser promovida desde otros
receptores distintos (desensibilización heteróloga). PICA desacopla el receptor de O
directamente, mientras que BARK requiere la actuación posterior a la fosforilación de otra
proteína, 8-arrestina, denominada así por su similitud estructural y funcional con la arrestina,
implicada en la transducción visual. La disminución de la capacidad de originar formas RO de
alta afinidad por agonista, por fosforilación del receptor y desacoplamiento de O, es una
característica secundaria a determinados procesos de desensibilización. I3ARK, a pesar de su
denominación, no es específica de receptores 13-adrenérgicos, habiéndose demostrado que
puede actuar sobre una gran variedad de receptores acoplados a proteínas O, con el único
requerimiento de ocupación por el agonista. ¡AARK forma parte de una familia de quinasas en
la que se incluyen además la rodopsina quinasa, BARK2 bovina y las GPRKI y OPRK2 de
Drosophila (Citen et aL, 1993). Recientemente se ha demostrado que ¡AARI< se anda a la
membrana plasmática a través de ¡Ay (Koch a aL, 1993). Por último, se ha demostrado la
fosforilación en Tyr de receptores 13-adrenérgicos inducida por insulina, que se traduce en una
marcada atenuación (desensibilización) de su capacidad de activación de adenilato ciclasa
(Ho4cock et aL, 1992), lo que constituye junto con la fosforilación por PKA del receptor de
insulina (Hññng, 1991), un interesante ejemplo de regulación cruzada entre diferentes vías de
transducción.
1.5 ADENILATO CICLASA
La adenilato ciclasa [ATP pirofosfato-Basa (ciclante), EC 4.6.1.1] forma parte junto con
una gran variedad de receptores y las proteínas O que los acoplan, de un sistema de
transducción de señales extracelulares, de distribución ubicua y enorme importancia en la
regulación de las funciones celulares <Tang y Ciinian, 1992).
La enzima, presente tanto en procariotas como en eucariotas sintetiza adenosina 3’,5’-
monofosfato cíclico, AMP cíclico (cAMP) a partir de ATP, en presencia de un catión divalente,
Mg2~ o Mn2t
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ATP Adenilato ciclasa - cAMP + PPi
Me2~
La adenilato ciclasa, también denominada adeniil ciclasa, puede utilizar como sustrato
dATP. La concentración de ATP (5-10 mM), que se encuentra en exceso (Km AlT 50-100 uiM),
no ejerce ningún efecto regulador. La degradación del cAMP a 5’-AMP corre a cargo de las
fosfodiesterasas de nucícótidos cíclicos de las que existe una gran variedad con diferente grado
de especificidad.
1.5.1 El CAMP como mensajero intracelular
El cAMP fue el primer mensajero intracelular descrito. E. Sutherland en 1957 encontró
que el nexo de unión entre la estimulación hormonal y la activación de la glucógeno fosforilasa
era un factor termoestable, que se generaba después de la exposición de un homogeneizado de
hígado a adrenalina, y que era capaz de mimetizar los efectos de la hormona, siendo
identificado un año después como adenosina 3’,5’-monofosfato cíclico y denominada adenil
ciclasa la enzima responsable de su biosíntesis (Rail y Sutherlan4 1958). Este descubrimiento
promovió un cambio de paradigma de la Endocrinología y originó de hecho, el nacimiento de
la rama de la Endocrinología Molecular. Otros nucleótidos cíclicos posteriormente descritos son
el cOMP (guanosina 3’,5’-monofosfato cíclico y cCMP (citosina 3’,5’-monofosfato cíclico)
sintetizadas respectivamente porguanilato ciclasa (Garben, 1992) y citidilato ciclasa (MM a aL,
1990). El conocimiento de las vías de síntesis, degradación y mecanismos de acción del cCMP
es todavía muy limitado.
El cAMP ejerce fundamentalmente su acción a través de la proteína quinasa
dependiente de cAMP, PKA (Taylor a aL, 1990). Cuatro moléculas del nucleótido cíclico se
unen a las subunidades reguladoras, R, de la holoenzima (R
2C2), promoviendo la disociación de
dos subunidades catalíticas activas. Existen tres isoformas de C y cuatro de R que se combinan
para formar las holoenzimas 1 y II de PICA, pudiendo encontrarse la segunda asociada a
fracción particulada. La fosforilación promovida por PICA regula multitud de procesos entre los
que se cuenta la expresión génica por traslocación de C al núcleo donde regula factores de
transcripción como CREB (Figura 14). El cAMP puede también regular directamente canales
de Na’, independientemente de la fosforilación (Barnard, 1992).
La vía de cAMP (Figura 14) presenta características de amplificación, especificidad y
diversidad. Amplificación, puesto que una única molécula de ligando al interaccionar con el
receptor activa muchas proteínas O, cada una de las cuales regula una molécula de adenilato
ciclasa que tiene capacidad de generar muchas moléculas de CAMP. La proteína quinasa
activada fosforila muchas moléculas de proteínas especificas y diversos sistemas receptores de
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canales iónicos y proteínas transportadoras, proteínas estructurales y contractiles y
transcripción.
cAMP
RESP 3
SUST
$
RESP 1
SUST-P
*
RESP 2
Respuestas fisiológicas reguladas por el cAMP. 4—, respuestas dependientes y .—, respuestas
independientes de fosforilación. SUST, sustrato regulado; RESP, respuesta promovida.
1.5.2 Clasificación de adenilato ciclasas
Existen
estructurales y
- Clase
tres clases bien definidas de adenilato ciclasas, con diferentes características
reguladoras (Danchin, 1993 y Tangy Gilinan, 1992):
1: Adenilato ciclasa de enterobacterias.
membrana,
factores de
AAAAA
Figura 14.
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- Clase II: Adenilato ciclasa tóxica, activada por calmodulina, producida por
bacterias patógenas (Bacillus antitracis, Bordetella pertussis).
- Clase III: Adenilato ciclasa “universal”, la clase mayoritaria que comprende enzimas
de procariotas y eucariotas, y en la que se incluyen los ocho tipos de
adenilato ciclasa de mamíferos hasta ahora descritos.
Algunas de estas adenilato ciclasas se encuentran en fracción soluble (por ejemplo,
ciertas enzimas bacterianas y quizás una forma de esperma de mamíferos). La inmensa mayoría
se encuentra asociada a membrana, bien periféricamente (Saccharornyces cerevisae, Esclierichia
coli) o son proteínas integrales de membrana con un sólo fragmento transmembranar (forma
ACO de Dictyostelium) o con 12 fragmentos transmembranares, como la forma ACA de
Dictyostelium, una de Drosophila (gen rutabaga) o los ocho tipos de adenilato ciclasa de
mamíferos donados hasta el momento (Figura 15). El descubrimiento de esta última estructura
que se corresponde con la de una proteína transportadora resulté sorprendente. De hecho en
Paramecium, la síntesis de cAMP está acoplada a transporte de K~, lo que constituiría un nuevo
tipo de receptor. La enzima de mamíferos carece aparentemente de esta capacidad que
recientemente se ha descrito también en Drosophila.
Los ocho tipos de adenilato ciclasas de mamíferos presentan secuencias de aminoácidos,
características reguladoras y distribución en tejidos diferentes (Krupinski et aL, 1992). La
secuencia de aminoácidos de las ocho isoformas difiere significativamente en las regiones
transmembranares mientras que los dominios citoplasmáticos son muy similares. Sobre la base
de la homología en la secuencía de aminoácidos se han establecido cinco subfamilias de
adenilato ciclasa de mamíferos 1, III, VIII, 11/1V/VII y V/VI que conservan algunas
características reguladoras comunes (Figura ISA). Las subfamiias 1, III y VIII son
específicamente neurales, con la isoforma 1 muy abundante en cerebro y la IB exclusiva de
neuronas olfativas, mientras que las subfamiias 11/1V/VII y y/VI se localizan tanto en cerebro
como en tejidos periféricos. Los tipos VI y VII parecen abundantes en corazón e hígado.
La masa molecular de todas las isoformas es de aproximadamente 120 KDa (unos 1100
aminoácidos), siendo su tamaño estimado a partir de sus propiedades hidrodinámicas de
aproximadamente 200-250 lOa, por lo que probablemente se encuentran en forma de dímero,
estando además glicosiladas en el extremo N-terminal. La disposición de la cadena polipeptídica
en la membrana plasmática presenta una estructura que se repite una vezy que la forman seis
fragmentostransmembranares seguidos de un dominio citoplasmáticogrande (aproximadamente
40 KDa). A la formación del sitio catalítico contribuyen los dos dominios citoplasmáticos que
exhiben una elevada homología entre sí y con dominios de guanilato ciclasa de función similar.
Formas truncadas de adenilato ciclasa con seis regiones transmembranares y un sólo dominio
citoplasmático carecen de actividad catalítica.
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FAMILIAS DE ADENILATO CICLASA
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A) Regulación de las diferentes familias de adenilato ciclasa. Ca2~ CM, regulación por Ca2~ a
través de calinodulina; +, activación; -, inhibición; O, sin efecto. La regulación de la isofonna VII,
no determinada, se asimila ala de los otros componentes de la familia. No se incluye la familia VIII,
cuya regulación no ha sido todavía establecida. B) Representación expandida de la cadena
polipeptídica de adenilato ciclasa de mamíferos. O) Representación del centro catalítico y los
dominios reguladores de adenilato ciclasa.
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1.5.3 Regulación de la adenilato ciclasa
Las adenilato ciclasas se han dividido clásicamente, en cuanto a su regulación, en dos
categorías, dependientes e independientes de Ca24-calmodulina. Los tipos 1 y III son activables
por bajas concentraciones de Ca24 a través de calniodulina, mientras que las isoformas II, IV,
V y VI se inhiben por concentraciones similares de Ca4 independientemente de calmodulina,
sin excluir la participación de factores celulares endógenos análogos a la recoverina de retina
(Styyer, 1991), que confiere a guanilato ciclasa la capacidad de ser inhibida por Ca24 o la
posibilidad más inmediata de existencia de un sitio de alta afinidad para el Ca”. La activación
o inhibición de adenilato ciclasa por concentraciones submicromolares de Ca24 no se debe
confundir con la inhibición que experimentan todos los tipos de adenilato ciclasa a
concentraciones submilimolares de Ca” por competencia con el sitio alostérico (“metálico”)
para el Mg24 o Mn24, sin repercusión fisiológica aparente. La actividad de adenilato ciclasa en
cerebro, hígado y corazón puede así resultar estimulada, no afectada o inhibida por
concentraciones submicromolares de Ca24. La inhibición por calcio podría ser importante en
tejidos como el corazón en el que uno de los efectos de la estimulación 8-adrenérgica, además
de activar la adenilato ciclasa, es incrementar la entrada de Ca” en la célula, que puede ejercer
un papel desensibiizador sobre la enzima, o de regulación “feed-back” negativa. La adenilato
ciclasa proporcionaría así una única respuesta integrada a múltiples estímulos, merced a la
complejidad de su regulación.
La adenilato ciclasa presenta diferentes sitios para su modificación covalente: N-
glicosilación y fosforilación por PKC y PICA. Todas las formas están glicosiladas y todas a
excepción de la IV (para la VII y la VIII no se ha determinado) son potencialmente fosforiiadas
por PICA (Premont et aL, 1992a,), cuyo efecto es la desensibilización heteróloga por la menor
capacidad de adenilato ciclasa fosforilada de responder a O,, (efecto «feed-back”) (Prenwnt et
aL, 1992b). La fosforilación por PKC activa, sin embargo, adenilato ciclasa, aunque la
selectividad de su acción sobre las diferentes isoformas es contradictoria en [a bibliografia
(Preniont et aL, 1992a). La acción de PKC es importante en el ámbito de la regulación cruzada,
“cross-talk” de sistemas de transducción (Houslay, 1991).
En adenilato ciclasa además del centro catalítico, existen sitios/dominios reguladores
para activación por a,-GTP, inhibición por a
1-OTP, activación por cationes divalentes (Mg”,
Mn
2”; “sitio metálico”) el diterpeno forseolina, inhibición por adenosina (Sitio “P”) y
eventualmente, en determinadas isoformas, dominios para activación por Ca24 -cainiodulina y
modulación por ¡Av (Figura 15).
Los cationes divalentes Mg” o Mn24, además de actuar como cosustratos (MeATWj,
son activadores de la enzima, resultando mas potente MW4 que Mg”. El MW4 tiene un efecto
desacoplante y en su presencia la enzima, no se regula a través de proteínas O (Limbird et aL,
1979). El diterpeno forscolina es el activador mas potente de la enzima y su efecto se encuentra
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favorecido por O. (Hubbard et aL, ¡991). Se ha postulado la existencia de un modulador
endógeno “forskolin-like”, de forma similar al “ouabain-Iike” para Nat,K’-AlPasas, cuyo sitio
de unión podría encontrarse próximo o formando parte del dominio transmembranar de la
enzima, habida cuenta de la naturaleza marcadamente hidrofóbica del diterpeno (Laurenza a
aL, ¡989). La adenosina, además de actuar a través de receptores específicos A
2 y A1 acoplados
a adenilato ciclasa, inhibe la propia subunidad catalítica a través de un sitio P intracelular, de
baja afinidad, cuya significación fisiológica es controvertida (Bushfleld y Johnson, 1990>.
Por lo que respecta a la regulación de adenilato ciclasa por proteínas O, el patrón
clásicamente admitido ha sufrido recientemente importantes modificaciones. Así, a la activación
de adenilato ciclasa por O~« y su inhibición por O, y O~ en respuesta a receptores
estimuladores Rs e inhibidores Ri respectivamente (Figura 16A), hay que añadir la modulación
ejercida por el dímero ¡Ay a concentraciones fisiológicamente relevantes (5-10 nM) (Tang y
Cilman, 1991). El dímero ¡Ay procede fundamentalmente de 0, G~ y Q. Las isoformas II y IV
se estimulan por ¡Ay mientras que la isoforma 1 se inhibe (Figura iSA) resultando este efecto
potenciado cuando la enzima se encuentra activada por 0,, o en su caso por Ca
2F~calmodulina,
aunque la acción moduladora de 13y es también perceptible sobre la actividad basal en ausencia
de O,,. De hecho, con adenilato ciclasa, se ha demostrado por vez primera, la modulación
directa por ¡Ay de un efector purificado (Taussig a aL, 1993a), aunque se tienen evidencias
indirectas de regulación de fosfolipasas y canales iónicos por ¡Ay. Recientemente se han
demostrado diferencias en la afinidad de ¡Ay por adenilato ciclasa que parecen venir dictadas
por la identidad de y, que presenta una mayor heterogeneidad (8 tipos) que ¡A (4 tipos).
Así, la regulación de adenilato ciclasa a través de proteínas O exhibe un perfil bastante
complejo que se esquematiza en la Figura 168. La interacción directa de a, con adenilato
ciclasa activa la enzima, mientras que a~ o a, la inhiben directamente o compitiendo con a,. Por
otra parte, el dímero ¡Ay, intercambiable en principio entre diferentes proteínas O, y procedente
de 0,, 0, o 00, podría desactivar a, formando el complejo inactivo a,¡Ay. Además, ¡Ay, como ya
se ha mencionado, puede modular directamente determinadas isoformas de adenilato ciclasa.
Así, por ejemplo, a través de O, se puede activar o inhibir adenilato ciclasa (Federinan et aL,
1992), y receptores que mediante acoplamiento con 01 inhiben adenilato ciclasa en muchos
tejidos, en otros, como células piramidales de sistema nervioso, con abundancia de adenilato
ciclasa tipo II, activan la enzima y canales de K~ a través de ¡Ay (Bourne y NicoiL 1993).
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Figura 16. Regulación de adenilato ciclasa por proteínas O.
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1.5.4 Proteínas G acopladas a adenilato ciclasa
O, tiene una distribución ubicua. Existen cuatro isoformas de G, codificadas por un
único gen y generadas por “splicing” alternativo del RNA. Estas 4 proteínas migran en geles de
poliacrilamida-SDS como dos especies mayoritarias que difieren en 15 aminoácidos y que
presentan masas moleculares aparentes de 42-45 KDa y 46-52 KDa, respectivamente. Las
especies grande y pequeña se designan como 0’.L y ~ Cada una de estas dos bandas
mayoritarias comprende dos isoformas que se diferencian en tan sólo un residuo. Aunque las
cuatro isoformas se expresan de forma diferente en distintos tejidos y etapas del desarrollo, el
significado funcional de esta diversidad no ha sido claramente establecido. No obstante, se ha
sugerido que la actividad de adenilato ciclasa depende no sólo de la cantidad de O~ presente
en la membrana sino también de la isoforma que se expresa predominantemente. Así, 0’*L
activa adenilato ciclasa mas eficazmente que ~ (Bimbaumer, 1993). A través de G,~ se
activan también canaJes de Ca2~ y de Na4 y se ha propuesto también que O,., media la
inhibición hormonal de Ca2~-ATPasa en la membrana plasmática de hepatocitos (Jouneaux et
aL, 1993). Por lo que respecta a las proteínas O reguladoras inhibidoras, se han identificado tres
isoformas distintas de Q, G
1~.,, con una masa molecular de 40000 Da, que se pueden separar
en electroforesis en SDS por su movilidad ligeramente distinta una vez ADP-ribosiladas por
toxina pertussis. Aunque no existe una clara distinción funcional entre estas formas, también
se expresan de forma distinta según el tejido y la etapa del desarrollo. Mientras que 0ga parece
expresarse ubicuamente en células de mamíferos, O~ y G~, lo hacen de forma selectiva. Todas
las isoformas activan canales de K* además de inhibir adenilato ciclasa, resultando ser O~ el
principal mediador de la inhibición de la enzima (Mc Kenziey Mi/ligan, 1990 y Rei’nawy et aL,
1993). Existe un exceso de Q sobre 0, (por ejemplo, de 10 veces en sarcolema). Q«, otra
de la familia O. menos estudiada e insensible a PTX, también inhibe adenilato ciclasaproteína
<Wong et aL, 1992) mientras que otro importante componente de esta familia, O~•, no ejerce
ningún efecto (Taussig a aL, 1993b).
1.5.5 Desensibilización de adenilato ciclasa
Tanto la estimulación como la inhibición de adenilato ciclasa, cuando es persistente, se
traduce en una desensibilización o pérdida de respuesta a la señal extracelular. Además de los
procesos de desensibilización homóloga y heteróloga, ya descritos, que afectan al propio
receptor (fosforilación por BARK y PICA), la desensibilización heteróloga promovida a través
de receptores estimuladores (13-adrenérgicos, glucagón, hCO) se ve acompañado en muchos
casos de una elevación (“up-regulation”) de los niveles de O~, no concomitantes con los de l3y
y en algunos casos de disminución de los de O,~ (Reithmann et aL, 1991). La elevación de los
niveles de O~ se produce por un incremento en la transcripción de los genes de O~.,, en un
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proceso mediado por PICA que actuaría sobre factores reguladores de la transcripción (AiP-2).
En la desensibilización heteróloga a través de receptores inhibidores (A, de adenosina, «2~
adrenérgicos y POEI), se puede producir asimismo, una disminución en los niveles de O,~ por
un mecanismo aún no aclarado (Mi/ligan y Green, 1991). Por último, la propia subunidad
catalítica del sistema adenilato ciclasa puede ser desensibiizada mediante fosforilación directa
por PICA, que inhibe su respuesta a O,.,, como se ha demostrado en hepatocitos por acción de
glucagón (Pre¡nont et aL, 1992b). En la Figura 17 se representan los posibles mecanismos de
desensibilización del sistema adenilato ciclasa.
Desensibilización
Homóloga Heteróloga
Desacoplamiento
+
Down-regulation
+
+
Multihormonal
4
Postreceptor
Fosforilacián receptor Cambios en
proteínas O
Disminución
respuesta
adenilato
ciclasa
f
Fosforilación
subunidad
catalitica
Figura 17 Mecanismos de desensibilización del sistema adenilato ciclasa. Tomado de P.’tmont a al, (1992b).
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1.6 TIPOS DE EJERCICIO FÍSICO
El término ejercicio se puede definir como el movimiento corporal repetitivo,
estructurado y planeado que se realiza para mantener o mejorar uno o más componentes de
la forma física (Braden y Strong, 1990).
En función de la diferente actividad muscular que ellos implican, Virmani y Robinowitz
(1987) consideran la existencia de dos tipos de ejercicio, el estático y el dinámico. El ejercicio
dinámico acróbico se define, según Braden y Strong, (1990), como aquel que implica un gran
número de músculos, provoca un ciclo de estiramiento-acortamiento de las fibras musculares
y produce una carga predecible y reproducible sobre el sistema de transporte de oxígeno al
aumentar su demanda por los tejidos periféricos. Mientras que el ejercicio estático
normalmente implica un menor número de músculos y no produce una mejora de la condición
cardiovascular del deportista. La natación, la carrera o el ciclismo son ejemplos claros de
ejercicio dinámico mientras que el levantamiento de pesos lo es de ejercicio estático.
Los efectos hemodinámicos de estos dos tipos de ejercicio son diferentes. Durante el
ejercicio dinámico se produce un descenso de la resistencia periférica al flujo circulatorio y un
aumento tanto en el volumen cardiaco como en la presión sistólica. Durante el ejercicio
estático, sin embargo, se produce un aumento de la resistencia periférica, en la presión sistólica
y diastólica y también un crecimiento pequeño en el volumen cardíaco (Vinnani et aL, 1985).
La mayoría de las actividades musculares que se realizan a diario implican una mezcla de
esfuerzo dinámico y estático; si bien, una actividad rítmica como la carrera es
predominantemente dinámica y el soportar grandes pesos es mayoritariamente un esfuerzo
estático.
La intensidad del ejercicio, variable de unos programas de entrenamiento a otros, es un
factor que se puede medir por el nivel de oxígeno consumido. Se expresa la intensidad del
ejercicio físico en función del porcentaje de la capacidad aeróbica máxima del individuo (VO,
max) y se considera que cuando este parámetro está por debajo del 25% el ejercicio es ligero,
cuando tiene un valor entre el 25% y el 50% es un ejercicio de intensidad media, entre el 51%
y el 75% es un ejercicio intenso y entre el 90% y el 100% es un ejercicio exhaustivo (Scheuer
y T¿~ton, 1977).
Otro parámetro que también varía de unos protocolos de entrenamiento a otros es la
duración de cada sesión de entrenamiento. La conjunción de la duración y la intensidad
permite establecer una subclasificación del ejercicio dinámico. De esta menera, Pate y Branch,
(1992) establecen tres grandes grupos en los que se pueden encuadrar la totalidad de los
programas de entrenamiento por carrera:
- Ejercicio de larga duración y moderadamente intenso. En estas sesiones la intensidad
osdila entre el 60-70% de la VO, max, lo que se corresponde, en deportistas entrenados,
con un ritmo más lento que el de la carrera, y la duración de cada sesión osdila entre
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los 30 minutos y las 2 horas. En este grupo se incluyen las formas más populares de
entrenamiento de resistencia.
- Ejercicio intenso de duración moderada. En los que el deportista se encuentra entre un
70 y un 100% de su capacidad aeróbica máxima. En este tipo de entrenamiento se
incluyen ejercicios de resistencia que se realizan a ritmo normal de carrera durante
períodos de tiempo prolongados, así como ejercicios cortos (4-5 mm.) e intensos pero
aeróbicos, a los que los especialistas denominan “aerobic interval training”.
- Ejercicio de corta duración y de intensidad supramáxima. Estos ejercicios son de una
intensidad superior al 100% de la yO2 max, y en ellos se observa un aumento rápido
en la producción de lactato que da cuenta de una contribución elevada del metabolismo
anaeróbico para producir la energía necesaria (Vol/estad et al., 1992).
Desde un punto de vista fisiológico, todo tipo de ejercicio supone un cierto nivel de
estrés para el organismo. La extensión de la respuesta adaptativa a este estímulo de estrés es
variable con la intensidad y duración del ejercicio, así como con el estado de forma física del
individuo y las condiciones ambientales durante la competición <Maneo, 1991,>. Una posible
limitación de los estudios de adaptación al esfuerzo físico en animales de laboratorio, como el
presente, es la contribución al proceso adaptativo estudiado de otros factores de estrés distintos
al propio ejercicio, pues son dificilmente cuantificables; por ello, en el diseño de los programas
de entrenamiento hay que prestar especial atención a la presencia de los mismos y hay que
intentar minimizarlos.
1.7 METABOLISMO ENERGÉTICO DURANTE EL EJERCICIO. RELACIÓN
METABÓLICA ENTRE TEJIDO ADIPOSO, HÍGADO Y CORAZÓN
Todas las células del organismo consumen energía para mantener su actividad vital en
un situación de reposo. Con el ejercicio físico se produce un aumento importante en sus
necesidades energéticas, especialmente en las células de los músculos cardíaco y esquelético.
Para satisfacer este crecimiento en la demanda energética se va a producir la movilización de
los combustibles metabólicos almacenados en diferentes órganos, proceso que está bajo el
control entre otros del sistema ¡3-adrenérgico-adenilato ciclasa.
1.7.1 Reservas energéticas
En el cuerpo de los mamíferos aparecen dos grandes reservas energéticas de diferente
naturaleza, el glucógeno y los triglicéridos.
La mayor parte de las reservas de glucógeno en el organismo se localizan en el músculo.
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Aunque los niveles de glucógeno almacenado varian con la cantidad de masa muscular, la dieta
y el estado de ejercicio previo, suponen aproximadamente entre 350-500 gramos de peso
corporal. La otra reserva importante de carbohidratos del organismo es el glucógeno hepático,
que en peso puede llegar a ser de hasta 100-150 gramos, si bien la cantidad de glucógeno
hepático varía mucho con el estado nutricional y de ejercicio del individuo. En conjunto el
glucógeno hepático y muscular suponen un 2% del total de reservas energéticas del organismo
<Hultman y Hant, 1988).
Los triglicéridos, almacenados fundamentalmente en el tejido adiposo, constituyen la
reserva energética más importante de los mamíferos. Comparada con el glucógeno, la cantidad
de triglicéridos que almacena un individuo es mucho mayor, pues se ha estimado que en
hombres de unos 70 kilos de peso aproximadamente 8 son de triglicéridos. Esta fuente de
energia representa el 80% del total de reservas energéticas del individuo (Johnson et aL, 1969).
Los sustratos energéticos circulantes en sangre, glucosa y ácidos rasos libres, suponen
aproximadamente un 1% de la energía total almacenada.
Las proteínas no se almacenan a pesar de que pueden ser empleadas como sustrato
energético en ejercicios prolongados, cuando las reservas de carbohidratos se han agotado. En
cualquier caso, la utilidad de las proteínas como sustrato energético es limitada pues su
consumo conlleva la pérdida de las funciones biológicas que desempeñan (Feligy Wahren, 1971
y Meredith et aL, 1989).
A parte de estos combustibles metabólicos, en el músculo se encuentra creatina fosfato,
encargada de refosforilar el ADP que se genera durante la contracción muscular y que permite
al músculo mantener su actividad contractil durante un corto periodo de tiempo (segundos),
necesario para movilizar las reservas energéticas. El aporte energético que proporciona la
creatina fosfato es muy importante en algunas especialidades de competición como son las
carreras de 100 o 200 metros.
1.7.2 Integración del metabolismo energético de tejido adiposo, hígado y músculo cardíaco
durante el ejercicio
La movilización de las diferentes reservas energéticas, para satisfacer la demanda de
los músculos cardíaco y esquelético durante el ejercicio, varía con la intensidad, duración y
estado de forma del individuo. Esta aseveración está plenamente aceptada y demostrada, y
como ejemplos clásicos de ella se va a describir a continuatión la relación metabólica existente
entre el tejido adiposo, hígado y corazón (objetos del presente estudio) en dos tipos de ejercicio
perfectamente diferenciados.
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1.7.2.1 Eiercicio de intensidad supramáxima y de corta duración
En este tipo de ejercicio la principal fuente de energía, para que el corazón pueda
realizar su función contractil, procede de la movilización de las reservas de carbohidratos. El
músculo cardíaco, al igual que el esquelético, emplea la glucosa, procedente de la degradación
del glucógeno que tienen almacenado y de la captación de la misma desde el plasma, para
obtener energía vía glucolisis. Hecho que tiene su ratificación experimental en el aumento en
la actividad de hexoquinasa cardiaca ante la estimulación B-adrenérgica (Ji et aL, 1987), en el
mayor contenido de glucógeno encontrado en el corazón de animales entrenados (Scheuer et
aL, 1974) y en el aumento en la captación de glucosa plasmática como consecuencia de la
adaptación de sus transportadores específicos (Kainulainen, 1985), manteniéndose el nivel de
glucosa del plasma gracias al incremento de su producción en hígado, fundamentalmente vía
gl ucogenolisis.
Por otra parte, el lactato formado por la glucolisis que tiene lugar en los músculos
cardiaco y esquelético, y que mayoritariamente va a ser retirado del torrente sanguíneo por el
hígado que lo emplea como sustrato gluconeogénico, también puede ser empleado por el
corazón como fuente de energía en ejercicios más prolongados en el tiempo.
La movilización de los ácidos grasos almacenados en el tejido adiposo es un proceso
relativamente lento; por lo que en este tipo de ejercicio apenas si van a ser empleados por el
corazón como fuente de energía para mantener su función contractil. Además, en este tipo de
ejercicio la captación de ácidos grasos por el hígado y la cetogénesis van a tener escasa
importancia desde el punto de vista cualitativo.
1.7.2.2 Ejercicio de resistencia
La energía necesaria para mantener un ejercicio de este tipo la obtiene el músculo
cardíaco, fundamentalmente, gracias al aporte continuo de glucosa y ácidos grasos libres por el
torrente sanguíneo (Figura 18) (Hagerman, 1992). Si bien, el corazón también va a emplear
como nutrientes el glucógeno y triglicéridos que almacena.
Se ha estimado que un atleta de resistencia que esté corriendo al 70% de su Va2 max
obtiene, en las etapas iniciales de la carrera, aproximadamente el 50-60% de la energía que
necesita a partir de los carbohidratos, y el 40-50% restante a partir de los Lípidos. El apode
lipidico será progresivamente más importante a medida que se prolongue la duración del
ejercicio físico (Coy/e a aL, 1986). Por otra parte, se sabe que en individuos bien entrenados la
contribución lipídica a los requerimientos energéticos es considerablemente mayor (hasta un
70%), lo que permite al organismo ralentizar el consumo de glucógeno (Costil! et aL, 1977).
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En esta situación de ejercicio, por tanto, se estimula la lipolisis del tejido adiposo, y en
consecuencia aumenta la concentración de ácidos grasos libres circulantes en plasma (Ahlborg
a’ aL, 1974 y Winder et aL, 1979) y la velocidad de captación por los cardiomiocitos.
El hígado retira parte de los ácidos grasos liberados por el tejido adiposo al torrente
sanguíneo y los va a emplear, además de para su reesterificación en triglicéridos, como
sustratos de ¡3-oxidación. Este órgano también desvía parte del acetil-CoA que se forma durante
la oxidación de los ácidos grasos para formar los cuerpos cetónicos, que aunque pueden ser
empleados como combustible por el músculo cardíaco, su contribución cuantitativa al
metabolismo oxidativo es poco relevante (Wahren et aL, 1975 y 1984).
La concentración plasmática de glicerol, generado junto a los ácidos grasos en la
lipolisis del tejido adiposo, aumenta durante el ejercicio. El glicerol es captado por el hígado,
que lo empleará como sustrato para la producción de glucosa vía gluconeogénesis. La otra
fuente de glucosa hepática, para el metabolismo oxidativo muscular, es la liberada mediante
glucogenolisis. Dado que el ejercicio prolongado agota prácticamente todo el glucógeno
hepático, la gluconeogénesis cobra cada vez más importancia en el aporte del glucosa al
músculo cardíaco (W?nder, 1 988y Wassermany Cherrington, 1991).
1.8 RESPUESTAS ADAPTATIVAS DEL SISTEMA il-ADRENÉRGICO-ADENILATO
CICLASA AL EJERCICIO FÍSICO
La adaptación biológica es un proceso muy general por el que una célula, un órgano,
un organismo o un grupo de individuos se adaptan a un cambio en las condiciones ambientales.
A grandes rasgos se puede considerar que existen tres tipos diferentes de adaptación biológica
<Swyngh&Iaw, 1992): los cambios biológicos que no afectan a la expresión o estructura del
genoma, los que afectan a la expresión genética, o los cambios en el propio genoma
(mutaciones). Un buen ejemplo de adaptación biológica serían los cambios que se producen en
los niveles y funcionalidad de diferentes proteínas en respuesta a la práctica deportiva.
El ejercicio físico de resistencia intenso y regular, como se ha visto en el apartado
anterior, afecta a una gran diversidad de procesos metabólicos como glucogenolisis, lipolisis,
gluconeogénesis y síntesis de proteínas, y el sistema ¡3-adrenérgico-adenilato ciclasase encuentra
implicado en la regulación de todos ellos. El músculo cardíaco, hígado y tejido adiposo forman
una unidad de interrelación del metabolismo energético en cuya integración, para proporcionar
una respuesta adaptativa coordinada al ejercicio físico, desempeña un papel destacado el cAMP.
Sin embargo, hasta el momento, el estudio de los mecanismos adaptativos al esfuerzo físico se
ha centrado fundamentalmente en los aspectos metabólicos y fisiológicos prestando menos
atención a los mecanismos de transducción de señales a través de membrana., que en última
instancia constituyen la base de su regulación.
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1.8.1 Corazón
1.8.1.1 Componentes del sistema ¡3-adrenérpico-adenilato ciclasa cardíaco y funciones que
reaulan
El sistema nervioso y diferentes hormonas ejercen un rápido y efectivo control tanto de
la frecuencia como de la intensidad de la contracción cardíaca en mamíferos. Este control, que
se ejerce mayoritariamente a través del sistema 13-adrenérgico-adenilato ciclasa (Evans, 1986),
permite al organismo regular el flujo circulatorio en diferentes situaciones fisiológicas, ya sea
en reposo o durante el ejercicio físico, y en situaciones patológicas.
Desde hace varias décadas se sabe que uno de los factores más importantes que
determina la capacidad física es el consumo máximo de oxígeno (yO, max). Este parámetro
está limitado, asimismo, por la capacidad del sistema cardiovascular para transportar el oxígeno
desde los pulmones hasta los músculos cardíaco y esquelético (Blomnqvisty Saltin, 1983).Con la
adaptación al ejercicio físico se produce un aumento en la capacidad de este sistema debido a
que aumenta el volumen de eyección a la vez que disminuye ligeramente el ritmo cardíaco, lo
que se traduce en que los individuos entrenados tienen un mayor volumen cardíaco que los
individuos sedentarios (Svedenhag, 1985). Y en estos mecanismos adaptativos observados a nivel
fisiológico en humanos <Huston et aL, 1985) y en animales de experimentación <Ordway et aL,
1982) parece tener un papel muy importante el sistema de adenilato ciclasa objeto de estudio
en el presente trabajo.
Durante el ejercicio físico, la noradrenalina liberada por los terminales nerviosos
cardíacos, como consecuencia del aumento en la actividad del sistema nervioso simpático,
provoca un incremento en la respuesta cronotrópica e inotrópica del corazón (Homcy e! aL,
1991). Por otra parte, aunque durante el ejercicio físico aumentan los niveles de catecolaminas
liberados por la médula adrenal al plasma, su papel en el control de la funcionalidad cardíaca
parece ser menos importante que el de las catecolaminas del sistema nervioso simpático.
Las catecolaminas ejercen estos efectos a través de los receptores adrenérgicos. En
corazón de rata aparecen los dos tipos principales de receptores ¡3-adrenérgicos (B~ y 13,), que
son los encargados de mediar los efectos cronotrópicos e inotrópicos, principalmente a través
de los 13, (Brodde y Miche4 1992 y Amoid a aL, 1993). Si bien parece que el corazón humano
sólamente contiene una pequeña fracción de “spare receptors” de tipo 13-adrenérgico <Brodde
a aL, 1992) en otras especies, como ocurre en rata o gato, el número de estos “spare receptor?
es mucho mayor (Bmdde, 1991).
En miocardio también existen receptores a-adrenérgicos y de entre los distintos tipos
los «~ son los mayoritarios, si no los únicos, en todas las especies de mamíferos estudiadas
(Fle¡ning a aL, 1992), Los receptores a>-adrenérgicos están implicados en la respuesta
inotrópica cardíaca (Brodde y Michel, 1992 y Fleming et aL, 1992>, y estos efectos, en corazón
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de ratas adultas, parecen mediados fundamentalmente por los del subtipo ~ (Endoh a aL,
1992) que están acoplados a través de la proteína Qq a la vía de los fosfoinosítidos.
Junto a los receptores adrenérgicos, en corazón de rata también aparecen otros sistemas
receptores, positivamente acoplados a adenilato ciclasa, queproducen un aumento en losniveles
de cAMP cardíacos y por tanto en la respuesta cronotrópica e inotrópica cardíaca; no obstante,
su papel parece ser secundario con respecto al de los receptores adrenérgicos. Entre ellos se
encuentran los receptores de glucagón y los de histamina (Brodtle et aL, 1992).
En el miocardio de mamíferos los terminales nerviosos parasimpáticos provocan, sobre
la respuesta contractil cardíaca, un efecto contrario al que se ha descrito para el sistema
nervioso simpático (Siadá y Lejkowñz 1991 y Harden, 1989). Estos efectos son mediados por
receptores muscarínicos colinérgicos, que están negativamente acoplados a adenilato ciclasa y
que estimulan la funcionalidad de fosfodiesterasas de cAMP. De este modo la acetilcolina,
neurotransmisor del sistema nervioso parasimpático, ejerce un efecto protector sobre el corazón
frente a la estimulación excesiva del sistema nervioso simpático (Nieto et aL, 1993). Junto a los
receptores muscarínicos existen otros que también ejercen un control negativo de la actividad
de adenilato ciclasa de miocardio, entre ellos los receptores A, de adenosina (Hershbergeretal,
199/y Liang, /992) ylos receptores de prostaglandina 132 (Lopaschuck etal., l989yLerneretaL,
1992).
En cuanto a las proteínas O y Q~ encargadas de mediar los efectos estimuladores e
inhibidores respectivamente de la actividad de adenilato ciclasa, promovidos por la unión de los
agonistas a los receptores específicos enumerados anteriormente, en corazón de rata se ha
descrito la existencia de dos formas mayoritarias de a,, que migran en geles de poliacrilamida-
SDS con masas moleculares de 41-42 KDa y 53-54 KDa (Neer y C¡apham, 1992). También se
ha descrito la presencia en miocardio de mamíferos de las tres formas conocidas de a1, si bien
la forma «a es la mayoritaria pues sus niveles son aproximadamente iguales a la suma de los
niveles de ~ y a~ (Foster a aL, 1990).
De los ocho tipos de adenilato ciclasa, descritos hasta el momento, en corazón de rata
los mayoritarios son el VI y el VII (I<rupinski et aL, 1992).
El cAMP, producto de la actividad enzimática de la adenilato ciclasa, activa la PKA,
y ésta fosforila diferentes proteínas en el miocardio para desencadenar la respuesta fisiológica
(Figura 19). Entre otras, las acciones que produce esta enzima son las que a continuación se
mencionan. Fosforita canales de Ca
2~ dependientes de voltaje en el sarcolema estimulando el
flujo de entrada de Ca2t al citoplasma (Yatani y Brown, 1989); efecto que se refuerza por el
hecho de que la proteína G~ estimulada vía receptor puede activar directamente los canales de
Ca2t y la entrada de este ión desde el medio extracelular al citoplasma (Yataniy Brown, 1989).
PICA también fosforila el fosfolambano, que regula la ATPasa dependiente de Ca2t en la
membrana de retículo sarcoplásmico, lo que permite una rápida recaptura de Ca2t por parte
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de este orgánulo subcelular (Lindermann et aL, 1983). La fosforilación de la Troponina 1, un
componente de las proteínas contráctiles, disminuye la afinidad de la troponina C por Ca2
(Schaub y Kunz, 1986) lo que aumenta el nivel de relajación (Evans, 1986). Por otra parte, la
fosforilación de las enzimas fosforilasa quinasa y glucógeno sintasa provoca su activación e
inactivación, respectivamente, y permite la movilización de las reservas de glucógeno cardíaco
(Fletning et aL, /992). Además, PICA también fosforila la piruvato quinasa y la
fosfofructoquinasa-2 ejerciendo un control negativo de la glucolisis y positivo de la
gluconeogénesis, respectivamente.
1.8.1.2. Estado actual de conocimiento sobre la adaptación del sistema 13-adrenérgico-adenilato
ciclasa cardíaco al ejercicio físico
El sistema 13-adrenérgico-adenilato ciclasa, como se ha descrito en el apartado anterior,
está directamente implicado en el control de la función contractil y del metabolismo cardíaco.
Por otra parte, también se han expuesto someramente las respuestas adaptativas que genera la
práctica deportiva intensa y regular en el corazón a nivel fisiológico y que afectan, entre otras,
a la respuesta inotrópica y cronotrópica del corazón. Todo ello parece indicar que el sistema
13-adrenérgico-adenilato ciclasa de corazón puede estar afectado como consecuencia del proceso
adaptativo al ejercicio físico en el sentido que permitiese explicar los resultados de los estudios
fisiológicos.
A pesar de que existen en la bibliografíavarias publicaciones en las que se ha estudiado
la adaptación del sistema 13-adrenérgico-adenilato ciclasa cardíaco al ejercicio físico de
resistencia intenso y regular, los resultados obtenidos por distintos autores son en muchos casos
contradictorios. Además, en ninguno de ellos se ha acometido un estudio sistemático de la
funcionalidad y niveles de los componentes del sistema como se ha abordado en el trabajo cuyos
resultados se presentan en esta memoria.
En cuanto a la densidad de receptores 13-adrenérgicos, son varios los autores que no han
encontrado diferencias entre los animales entrenados y sedentarios <W7Iliams, 1980; Moore et
aL, 1982; WTltiams etat, 1984b; Ham,nond etaL, 1987; Scarpace etaL, 1992 y Bbhm etaL, 1993),
mientras que otros han observado un descenso significativo en el número de receptores 13-
adrenérgicos de miocardio de animales que han seguido un protocolo de entrenamiento de
resistencia (Sylvestre-Getvaú et aL, 1982; Hammond et aL, 1987; Werle et aL, 1989 y Plourde et
aL, 1991). Todos ellos coinciden, sin embargo, en describir la ausencia de variaciones em la
constante de disociación de estos receptores por antagonistas.
En la mayoría de los estudios publicados no se han observado variaciones significativas
en la actividad basal de adenilato ciclasa, determinada en presencia de una concentración
saturante de Mg2~ (Wyatt et aL, ¡978; Moore et aL, 1982 y Plourde et aL, 1991>, mientras que
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Dohm et aL, (1976) si han encontrado un descenso significativo en la actividad basal de la
enzima. Además, Dohm e! aL, (1976); Wyatt e! aL, (1978) y Plourde e! aL, (1991) no se han
detectado diferencias significativas en la actividad de adenilato ciclasa estimulada por fluoruro,
que actúa sobre el componente regulador estimulador del sistema.
Los resultados obtenidos en diferentes trabajos en cuanto a la activación de adenilato
ciclasa por agonistas ¡3-adrenérgicos son controvertidos, pues Moore e! aL, (1982) no han
observado variación alguna en los animales entrenados, Dóhm etaL, (1976) han encontrado un
descenso en la activación máxima de la enzima y Wyatt et aL, (1978) y Bóhm e! aL, (1993) han
detectado un incremento en la actividad enzimática. En ningún trabajo se ha estudiado si los
mecanismos adaptativos al ejercicio físico afectan también a las vías de control negativo de
adenilato ciclasa, si bien Hammond e! aL, (1987) y BOhm et aL, (1993) no han encontrado
variaciones en la densidad de receptores muscarínicos en miocardio de animales entrenados.
Hay sólamente dos estudios publicados en los que se ha determinado la posible
variación de los niveles de las proteínas G~ y O en membranas de miocardio de animales
entrenados. Hammond e! aL, (1988) han determinado por ELISA un aumento en los niveles de
a, medidos, mientras que Bóhm et aL, (1993) han descrito un descenso en ¡os niveles de a~ en
ventrículo de ratas envejecidas entrenadas.
1.8.2 Hígado
1.8.2.1 Componentes del sistema B-adrenér2ico-adenilato ciclasa hepático y funciones que
re2ulan
El hígado ocupa una posición central en el metabolismo energético del organismo.
Durante la fase de absorción, posterior a la ingesta de una comida rica en carbohidratos, se
encarga de retirar del torrente circulatorio el exceso de glucosa, y durante el periodo
postabsortivo proporciona la glucosa que demandan el resto de los órganos. La glucosa retirada
del torrente circulatorio se puede incorporar en la glucogenogénesis, glucolisis y lipogénesis y
la glucosa liberada procede de la glucogenolisis y/o gluconeogénesis. Son las células del
parenquima hepático las encargadas de catalizar todas estas rutas metabólicas que
fundamentalmente están sujetas al control de diferentes hormonas y de la inervación hepática,
aunque también parece que pueden intervenir en su regulación las interacciones con células
hepáticas no parenquimáticas y la matriz extracelular (Gardemann e! aL, 1992>. A parte de
esta función, de reservorio de glucosa del organismo, el hígado también tiene un papel central
como centro de defensa del organismo (por ejemplo, metabolismo de xenobióticos), centro de
control del sistema hormonal (síntesis y degradación de hormonas) y reservorio de sangre
(Gardemann et aL, 1992).
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Si bien durante las etapas iniciales del ejercicio, el glucógeno muscular es la principal
fuente de energía que emplean éstos para su contracción, a medida que aumenta la duración
del esfuerzo físico el hígado es el encargado de satisfacer la creciente demanda de glucosa por
parte de los músculos. El aumento de la liberación de glucosa por el hígado se debe a la
estimulación, con el ejercicio, de la glucogenolisis y gluconeogénesis. La contribución relativa
de estas dos rutas al mantenimiento de la euglicemia plasmática está determinada por la
duración e intensidad del ejercicio, y mientras que la primera es más importante a tiempos
cortos de ejercicio, el papel de la gluconeogénesis será progresivamente mayor a medida que
el ejercicio físico se prolongue y las reservas de glucógeno hepático se vayan consumiendo
(Winder, 1988 y Wassennan y Cherrington, 1991). El AMP cíclico, y por tanto el sistema de
adenilato ciclasa es el principal responsable del control de estas rutas metabólicas, en respuesta
al aumento de los niveles de catecolaminas y glucagón circulantes en plasma y de actividad
simpática hepática que se produce durante el ejercicio físico.
El aumento en los niveles de glucagón que se produce durante el ejercicio físico es el
principal responsable de la estimulación de la glucogenolisis y gluconeogénesis, mientras que
las catecolaminas plasmáticas sólo parece que sean importantes en la regulación de la
liberación de glucosa en ejercicios muy prolongados en el tiempo, cuando los niveles que
alcanzan son sensiblemente más altos (Mc Kelvie etaL, 1991). Por otra parte, el sistema nervioso
simpático controlaría las rutas metabólicas que conducen a la liberación de glucosa hepática
directamente a través de sus terminales en el hígado, e indirectamente al estimular la liberación
de glucagón por el páncreas y de catecolaminas por la médula adrenal (Gardemann et aL,
1992). Pero según Wasserman y Chenington, (1991) no existe ninguna evidencia experimental
de que la noradrenalina liberada por los terminales nerviosos simpáticos hepáticos sea esencial
para aumentar la producción de glucosa durante el ejercicio, a pesar de que se ha demostrado
que aumenta la actividad de estos terminales en el hígado de ratas entrenadas (Winder e! aL,
1983a). El hígado también está inervado por el sistema nervioso parasimpático, sin embargo
no se ha estudiado el papel que tienen sus terminales nerviosos sobre el metabolismo hepático
durante la realización de un esfuerzo físico (Wasser¡nan y Cherrington, 1991).
El glucagón ejerce sus efectos a través de un receptor específico, que está positivamente
acoplado a adenilato ciclasa. El receptor de glucagón de hígado de rata, que ha sido donado
y expresado recientemente por Jelinek e! aL, (1993), también está acoplado a la vía de los
fosfoinosítidos estimulando la degradación del glucógeno hepático <Jelinek e! aL, 1993), por lo
tanto es un receptor que a través de proteínas O diferentes ejerce el mismo efecto sobre el
metabolismo hepático. Las catecolaminas actúan en hígado a través de receptores t3~, ~32, a~ y
a2-adrenérgicos (Mc Kelvie e! aL, 1991). Mientras que los receptores 13-adrenérgicos y los «2~
adrenérgicos están acoplados a ciclasa, los receptores a1-adrenérgicos están acoplados a la vía
de los fosfoinositidos, como se señala en la Figura 12.
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Además de los receptores a2-adrenérgicos, en membrana plasmática de hepatocitos
también existen receptores de angiotensina II acoplados negativamente a adenilato ciclasa (Jard
et aL, 1981 y Pobiner et aL, 1992).
La unión de agonistas específicos a estos receptores estimuladores (¡3-adrenérgicos y de
glucagón) e inhibidores (a>-adrenérgicos y de angiotensina II) provoca el aumento o
disminución, respectivamente, en los niveles de cAMP que produce la subunidad cataLítica de
adenilato ciclasa, efecto que está mediado por las proteínas Q y O. En hígado de rata se ha
descrito la existencia de las formas grande y pequeña de O~ (Begin-Heicky Mc FarlaneAnderson,
1992), y de dos de las tres isoformas de a~; a~ y a~,, ambas implicadas en la inhibición de
adenilato ciclasa, al acoplar a ella los receptores a2-adrenérgicos (Simonds e! aL, /989) y de
angiotensina II (Pobiner et aL, 1992) respectivamente.
Los tipos VI y VI] de adenilato ciclasa, de los ocho existentes, son los que aparecen en
mayor proporción en hígado de rata, al igual que sucede en el corazón de estos animales
<Knipinski e! aL, 1992).
En la Figura 20 se refleja cómo la PKA estimula la secuencia glucogenolitica al
modificar covalentemente la fosforilasa quinasa y la glucógeno sintasa. Por otra parte, la
proteína quinasa A fosforila la piruvato quinasa, inactivándola e inhibiéndo así la glucolisis
(Hersy Hue, 1983) y fosforila la fosfofructoquinasa-2 dando lugar a la actividad de fructosa 2,6
bisfosfatasa, que permite canalizar el flujo metabólico hacia la gluconeogénesis (W~nder, 1988).
También fosforila la acetil-CoA carboxilasa ejerciendo un control negativo de las rutas de
síntesis de los ácidos grasos.
En hígado de ratas entrenadas a diferentes velocidades y durante distintos períodos de
tiempo Winder e! aL, (1983b) han encontrado una relación lineal entre la concentración de
cAMP y los niveles de glucogenolisis hepática. Además, en ejercicios prolongados, cuando caen
los niveles de glucógeno hepático, Winder, (1988) ha observado un incremento aún mayor en
la concentración intracelular de cAMP que parece que es necesario para inhibir la glucolisis y
estimular la gluconeogénesis. Datos que son consistentes con la idea de que durante el ejercicio
es la actividad de adenilato ciclasa la que fundamentalmente controla el metabolismo hepático
de hidratos de carbono.
1.8.2.2 Estado actual de conocimiento sobre la adantación del sistema ¡3-adrenérgico-adenilato
ciclasa de hipado al ejercicio físico
En el apartado anterior ya se ha ilustrado ampliamente el papel tan importante que
desempeña el sistema IS-adrenérgico-adenilato ciclasa en el control del metabolismo hepático
durante el ejercicio físico, lo que permite pensar que este sistema podría estar sujeto a algún
mecanismo adaptativo como consecuencia de la práctica deportiva intensa y regular. A pesar
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de ello, el grado de conocimiento que se tienen sobre el funcionamiento y regulación del mismo,
es prácticamente nulo pues sólo hay dos estudios previos en la bibliografía, publicados por
Dóhm et aL. (1976) y Yakovlev, (1974).
En estos dos trabajos se ha estudiado la funcionalidad de la vía estimuladora del sistema
en ratas entrenadas, sin embargo, las conclusiones a las que llegan sus autores no son totalmente
coincidentes. Dbhtn e! aL, (1976) no observan variaciones ni en la actividad basal de adenilato
ciclasa ni en la estimulada por fluoruro o adrenalina, mientras que Yakovlev, (1974) describe un
aumento en la actividad de la enzima estimulada por catecolaminas sin que se modifique la
actividad basal o en presencia de fluoruro.
No hay publicado ningún trabajo en el que se haya estudiado la posible variación en los
niveles de proteínas O. y O~, en la densidad y/o afinidad de los receptores acoplados o en la
funcionalidad de las vías de control negativo del sistema como consecuencia de la adaptación
al ejercicio físico de resistencia intenso y regular.
1.8.3 Tejido adiposo
1.8.3.1 Componentes del sistema l3-adrenér~ico-adenilato ciclasa de tejido adiposo y funciones
que regulan
El tejido adiposo blanco , como ya se ha sefialado en el apartado 1.7.1, constituye el
mayor almacén de energía metabólica, en forma de triglicéridos, tanto en humanos como en
el resto de los animales superiores. La movilización de estas reservas ]ipídicas tiene un papel
muy importante en la regulación del balance energético de los seres vivos tanto en una
situación de reposo como durante el ejercicio físico, y está sujeta a un preciso control por
diferentes factores, tanto hormonales como nerviosos. La hidrólisis de los triglicéridos
almacenados, proceso conocido como lipolisis, da lugar a la liberación de ácidos grasos y
glicerol desde los adipocitos hacia el torrente circulatorio. Los ácidos grasos libres constituyen
el principal combustible metabólico empleado por los diferentes músculos estudiados durante
el ejercicio físico prolongado, y el glicerol se emplea por el hígado como precursor
gluconeogénico <Amere! aL, 1990 y Richelsen, 1991).
Aunque los niveles de catecolaminas liberados al plasma por la médula adrenal
aumentan durante la realización del ejercicio, parece que mayoritariamente es la liberación de
noradrenalina por los terminales nerviosos simpáticos, cuya actividad también aumenta con el
esfuerzo físico, el proceso que estimula la lipolisis y por tanto la liberación de ácidos grasos
(Shepherd y Bah, 1988; Wahrenberg e! aL, 1992). Si bien la lipolisis parece ser la función más
importante que regulan las catecolaminas en tejido adiposo, éstas también controlan otros
procesos metabólicos, como son la síntesis de lípidos y el transporte y metabolismo de glucosa
(Ama, 1992 y Lafontan et aL, 1992).
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Los receptores 13-adrenérgicos (¡3,, l3~ y ¡33) estimulan y los a, inhiben la lipolisis vía
adenilato ciclasa. Mientras que los receptores a, adrenérgicos no ejercen ningún control sobre
la lipolisis, mediante estudios in situ” empleando la técnica de la microdiálisis Amer e! aL,
(1990) han demostrado que los receptores a,-adrenérgicos modulan la lipolisis en humanos en
reposo mientras que los receptores 13-adrenérgicos la regulan durante el ejercicio físico. Existen
diferencias considerables en la expresión de los distintos subtipos de receptores adrenérgicos
en tejido adiposo blanco entre especies. En cuanto a los receptores JA-adrenérgicos, 13, parece
que está presente en todas las especies, ~ está presente en humanos (Amer et aL, 1982) pero
no en ratas (Bahouth y Malbon, ¡988) y por contra 13, aparece en tejido adiposo de ratas
(Hollengay Zaagsma, 1989) pero no en el de humanos (Ames 1992); sin embargo, en adipocitos
de hamsters aparecen los tres subtipos de receptores 13 (ZaagsmayNahorsk4 1990). El receptor
13,-adrenérgico de rata ha sido donado y expresado recientemente por Granneman e! aL, <1992).
Por lo que se refiere a los receptores a,-adrenérgicos, éstos parecen tener un papel mucho más
importante sobre la lipolisis en humanos que en otras especies como la rata donde sus niveles
son mucho más bajos.
Con relación a la densidad de los receptores adrenérgicos de tejido adiposo parece clara
la existencia de “spare receptors” puesto que tan sólo es necesaria la ocupación por agonista del
50% de los sitios para producir la respuesta máxima (Ames 1992).
En tejido adiposo de rata, además de los receptores adrenérgicos, existen otros sistemas
receptores estimuladores también acoplados a adenilato ciclasa y susceptibles de estimular la
lipolisis como son los receptores de ACTH, TSH y glucagón; sin embargo parece que su papel
es menos importante que el de las catecolaminas en el control de la lipolisis (Richelsen, 1991).
En cuanto a los receptores inhibidores, en tejido adiposo de rata, se ha demostrado que
tanto los A, de adenosina (Kather et aL, 1985 y Creen y Johnson, 1991) como los de
prostaglandina E2 (RiMe/sen, 1987 y 1988), acoplados negativamente a ciclasa, son los
atenuadores más importantes de la lipolisis, mientras que en adipocitos de humanos, como se
ha mencionado antes, son los receptores a,-adrenérgicos los máximos responsables del control
negativo de esta ruta metabólica.
Desde un punto de vista fisiológico la insulina parece ser, en todos los casos, el agente
antilipolítico más importante (Richelsen, 1991) a pesar de que su efecto máximo es menor que
el de otros, como análogos de adenosina o prostaglandina E, <Richelsen y Pedersen, 1985).
Aunque no se ha establecido claramente el mecanismo por el que la insulina ejerce sus efectos,
hay diferentes estudios que indican la existencia de procesos dependientes e independientes de
cAMP implicados <Haring, 1991). Entre los mecanismos dependientes se encuentra la activación
por insulina de fosfodiesterasas de cAMP en tejido adiposo (Makino e! aL, 1992).
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En cuanto a las proteínas O, en tejido adiposo de rata se ha descrito la existencia de la
forma grande y pequeña de a, que son las dos especies mayoritarias que migran en geles de
políacrilamila-SDS (Mi/ligan y Saggerson, 1990), asimismo se ha descrito la existencia de las tres
isoformas conocidas de a (Creen et aL, 1990).
La PKA cataliza la fosforiiación de la lipasa sensible a hormona que de este modo pasa
a su forma activa e inicia la hidrólisis de los triglicéridos almacenados en el tejido adiposo
(Figura 21).
El determinante de la actividad lipolítica es, por tanto, el nivel intracelular de cAMP,
y éste se regula por el balance entre la síntesis (por la actividad adenilato ciclasa) y la
degradación (por las fosfodiesterasas de cAMP). Sin embargo, en adipocitos aislados la relación
entre niveles intracelulares de cAMP y lipolisis no son lineales (Stralfors y Beifrage, 1984) puesto
que los niveles máximos de lipolisis se consiguen con un aumento de dos veces en la
concentración de cAMP y un incremento posterior de cien veces en la misma no produce
efectos apreciables sobre la lipolisis. No obstante, Honnor e! aL, (1985) han demostrado que
existe una correlación lineal entre los niveles de actividad lipolítica y los de cAMP unido a
proteína quinasa A. Además, estos mismos autores han observado que el efecto de todos los
agentes lípolíticos y antilipolíticos convencionales, excepto la insulina, se puede explicar por su
acción sobre la PICA.
1.8.3.2 Estado actual de conocimiento sobre la adaptación del sistema 13-adrenér2ico-adenilato
ciclasa de teiido adiposo al ciercicio físico
Está claramente establecido que el ejercicio físico intenso y regular incrementa la
respuesta lipolítica a catecolaminas de los adipocitos en animales de laboratorio (Askew y
Heckes 1976; Bukowiecki e! aL, 1980; Williams y Bishop, 1982; Sheperd et al., 1986 e Izawa et aL,
1991) y en humanos entrenados (Crampes e! aL, 1986; Riviere et aL, 1989; Wahrenberg e! aL, 1991
y Lñnnqvfrt e! aL, 1992).
Estos resultados parecen indicar que los mecanismos adaptativos que se generan como
consecuencia de la práctica deportiva regular, pueden afectar al sistema B-adrenérgico-adenilato
ciclasa y/o a etapas posteriores del proceso de estimulación de la lipolisis, como son la proteína
quinasa A, las fosfodiesterasas o la lipasa sensible a hormona.
Hasta el momento no se ha observado variación en la actividad de la proteína quinasa
A (Shepherd y Bah, 1988 y Ramírez y Shepher4 1989) ni de la lipasa sensible a hormona
(Shepherdy Bah, 1988) en adipocitos de animales entrenados, con respecto a sus controles. Por
otra parte, se ha demostrado que con el ejercicio físico se produce un aumento de la actividad
de las fosfodiesterasas de cAMP de alta y baja Km <Kenno e! aL, 1986 y Sheperd y Bah, 1988),
que provocarían un descenso en los niveles del nucleótido cíclico dificilmente correlacionable
con el aumento de la actividad lipolítica (Izawa et aL, 1991).
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A la vista de estos resultados y a pesar de los estudios de Sheperd e! aL, (¡986) y Riviere
e! al., (1989) quienes han observado que el dibutiril cAMP estimula la lipolisis en mayor
proporción en animales y humanos entrenados, respectivamente, que en sus controles, parece
bastante plausible la posibilidad de que los procesos adaptativos conducentes a aumentar la
lipolisis en adipocitos, como consecuencia del ejercicio físico, operen mayoritariamente a nivel
del sistema 13-adrenérgico-adenilato ciclasa. Con relación a este sistema, existen escasos
antecedentes en la bibliografía sobre su adaptación al ejercicio físico intenso y regular, y el
grado de conocimiento alcanzado al respecto, tal y como se relata a continuación, parece escaso.
En cuanto a los receptores L3-adrenérgicos, la mayoría de los estudios parecen coincidir
en que no se produce variación en los niveles o densidad de estos receptores ni en animales de
experimentación (Bukowiecki et aL, 1980; Wllhiams y Bishop, 1982 y Shepherd e! al., 1986) ni en
humanos (Crampes e! aL, 1986 y Wahrenberg eta!., ¡99!). Sin embargo, en un trabajo publicado
recientemente Lónnqvist et aL, (1992> han observado un aumento en los niveles de receptores
¡3-adrenérgicos en adipocitos de hombres entrenados. Además existen datos contradictorios en
cuanto a la proporción de estos receptores que se encuentran en el estado de alta afinidad y
que dan cuenta del acopiamiento entre el receptor y 05, pues si bien Williamsy Bis/top, (1982)
atribuyen el aumento en la lipolisis, observada en animales de experimentación, al incremento
en la proporción de receptores que se encuentran en el estado de alta afinidad, Wahrenberg et
aL, (1991) no han encontrado diferencias a este nivel entre hombres y mujeres entrenados y sus
respectivos controles.
Tampoco se han observado variacionessignificativas ni en la actividad basal de adenilato
ciclasa, ni en la actividad de la subunidad reguladora estimuladora 0, en los estudios publicados
por Yakovlev, (1974) y Williams y Bis/top, (1982). Pero Izawa et aL, (1986) han descrito un
aumento en la actividad de adenilato ciclasa estimulada por concentraciones saturantes de
GppNHp, sin que varíe la constante de activación de la enzima por este modulador o la
actividad basal en ratas entrenadas. Yakovlev, (1974>; Williams y Bis/top, (1982) e Izawa, (1988
y 1991) han observado un aumento significativo de la actividad de adenilato ciclasa estimulada
por catecolaminas en animales entrenados por diferentes procedimientos.
En la bibliografía existen diferentes publicaciones en las que se ha estudiado la posible
adaptación al ejercicio físico de las vías de control negativo de la actividad de adenilato ciclasa
(Wiltiainsy Bis/top, 1982; Izawa et aL, 1988 y Wahrenberg et aL, 1991), y todos ellos coinciden en
que se produce un descenso en la actividad antiadrenérgica y antilipolítica de las mismas con
el esfuerzo físico intenso y regular.
El conocimiento que se tienen de la posible variación de los niveles de Las proteínas G.
y 0~ en membranas de tejido adiposo con el ejercicio físico es muy escaso. Tan sólo existe un
trabajo, publicado por Izawa e! aL, <1988) en el que mediante ADP-ribosilación han observado
un descenso en los niveles de sustrato ADP-ribosilable por toxina pertussis, sin que varíen
significativamente los niveles de ADP-ribosilación catalizada por toxina colérica.
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Luego en su conjunto, los trabajos publicados apuntan hacia una adaptación del tejido
adiposo en el sentido de disminución de la eficacia de sus vías antiipolíticas, que puede ir o no
acompañado de un aumento en la actividad de las vías estimuladoras del sistema lA-adrenérgico-
adenilato ciclasa, para producir en todo caso un aumento en los niveles de cAMP y por ende
de los niveles de lipolisis.
1.9 OBJETIVOS
El objetivo de la presente tesis ha sido el estudio de las posibles modificaciones en el
sistema de adenilato ciclasa con el ejercicio físico de resistencia, intenso y regular, en diferentes
tejidos de rata, modelo animal experimental elegido. Se pretende comparar el funcionamiento
de este sistema de transducción en corazón, hígado y tejido adiposo de animales entrenados con
sus respectivos controles sedentarios, incidiendo a diferentes niveles:
* Receptor.
Determinación de la densidad y afinidad de receptores 13-adrenérgicos.
Subunidad catalítica. Determinación de la actividad enzimática atribuible a
posibles variaciones en los niveles y/o funcionalidad de la subunidad catalítica
de adenilato ciclasa (actividad enzimática en presencia de Mg2~, Mn2~ y
Mg2~ /forscolina).
- Proteínas G. - Funcionalidad de la proteína O,. Evaluación de la respuesta de
la subunidad catalitica de adenilato ciclasa a proteínas O
(actividad enzimática en presencia de fluoruro y nucleátidos de
guanina).
- Niveles de proteínas O. Determinación de niveles de ADP-
ribosilación y de las diferentes isoformas de las subunidades a,,
a, y niveles de subunidad 13 de proteínas O.
* Efector
* Receptor/efector
- Regulación de la actividad de adenilato ciciasa vía receptor. Determinación de
la actividad enzímática en presencia de agonistas específicos de receptores
estimuladores e inhibidores.
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2.1 OBTENCIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO
2.1.1 Descripción de los animales y su estabulación
En este estudio se utilizan ratas Wistarmacho (Ratius norvegicus var. albina) con un peso
inicial de 110-120 gr. alimentadas “ad libitum” con una dieta sólida estándar (PANLAB). Las
ratas permanecen estabuladas durante el período de entrenamiento en el animalario de la
Facultad de Ciencias Biológicas de esta Universidad en una habitación con una temperatura
constante de 21 + 10C en condiciones de humedad controlada y con un ciclo de luz-oscuridad
de 12 horas, invertido con respecto al natural.
2.1.2 Programa de entrenamiento físico de los animales
El ejercicio físico consiste en la realización de una sesión de carrera por día, 6 días por
semana durante 10 semanas sobre un tapiz rodante Columbus Instruments modelo 0145-004L
(Columbus Instruments, Ohio) (Figura 22).
Se utilizan 40 ratas por bloque de estudio, 20 controles y 20 animales entrenados. La
distribución en estos dos grupos se realiza cuidadosamente en los cinco primeros días de
adaptación al ejercicio físico según el programa diseñado.
El programa de entrenamiento que se sigue es el siguiente: en la primera y segunda
semana se familiariza a los animales con el funcionamiento del aparato y se aumenta
progresivamente la velocidad de 15 m/min a 30 m/min y la duración del entrenamiento de 10
a 60 minutos. Desde la tercera semana hasta la décima, en que se sacrifican, las ratas corren
continuamente durante 60 minutos a una velocidad de 30 m/min. En todo momento, las
sesiones de carrera se efectuan sin inclinar el tapiz. Aunque el sistema de descarga eléctrica del
aparato se emplea durante los primeros días para conseguir una adaptación rápida de los
animales al tapiz, posteriormente se desconecta para evitar la posible influencia del estrés
provocado por la descarga sobre el proceso adaptativo que se estudia. El protocolo detallado
se recoge en la Tabla 1.
TABLA 1.
SEMANA
CONDICIONES DE
VELOCIDAD
ENTRENAMIENTO
DURACION FRECUENCIA
(m/min) (mm) (días/semana) (n~ sesiones/día)
1 15-20 10-30 6 1
2 20-30 30-60 6 1
3-10 30 60 6 1
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2±3 Obtención de las muestras biológicas
Tras el período de entrenamiento y transcurridas 24 horas desde la última sesión de
ejercicio físico, los animales se pesan y se sacrifican por decapitación, y tras recoger la sangre
para obtener suero, se procede a abrir rápidamente el tórax y el abdomen. La grasa epididimal
y perirrenal se extrae cuidadosamente, se lava con solución salina (Na Cl al 0.9%), se congela
en aire líquido y se conserva a
El hígado se perfunde rápidamente con solución salina por la vena porta, cortándose
la arteria aorta abdominal para dar salida a la sangre y a la solución salina. Una vez perfundido
se extrae el órgano, se lava en solución salina, se pesa, se congela en aire líquido y se almacena
a -800C.
El corazón, tras ser extraído, se lava con solución salina, se pesa y la pared lateral del
ventrículo izquierdo se secciona, congelándose en aire líquido esta última y en otro paquete el
ventrículo derecho junto al septum. Posteriormente se almacenan las muestras a -800C.
El tiempo total empleado en el proceso de obtención de los órganos del animal fue de
aproximadamente 10 minutos, y todas las operaciones efectuadas desde la extracción de los
mismos hasta su congelación se realizan a 0-40C.
2.2 OBTENCION DE LOS PREPARADOS DE MEMBRANAS
2.2.1 Obtención del preparado de membranas de ventrículo izquierdo
Para la obtención del preparado de membranas se descongela un fragmento de
ventrículo izquierdo de cada rata y se elimina a continuación el endocardio, pericardio, tejido
graso y arterias principales, según describe iones, (1988), Figura 23. Posteriormente se seca el
material biológico y se pesa antes de trocearlo con tijeras. Las muestras se homogeneizan en
un tampón Tris-HCI 50 mM, pH 7.5 (250C), conteniendo EDTA 3 mM, PMSF 0.1 mM y
5 p.tg/ml de inhibidor de tripsina de soja (tampón de muestra), con un Polytron PT-20
(Brinkman Instruments) durante 15 segundos a la mitad de su velocidad máxima.
El homogeneizado se filtra a través de 4 capas de gasa y se centrifuga a 14000 g durante
20 min. El sobrenadante se desecha y el sedimento resuspendido se centrifuga de nuevo en las
mismas condiciones. El sedimento obtenido finalmente se pesa y se resuspende, por
homogeneización en Potter-Elvehjem, en el mismo tampón, en una relación de 80 mg/ml. La
preparación de membranas así obtenida se distribuye en alícuotas y se almacena a -800C hasta
su utilización.
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Todas las operaciones se realizan a una temperatura de 0-40C. Las centrifugaciones
se llevan a cabo en una centrífuga refrigerada Sorvall RC-5 equipada con un rotor angular
55-34. En todos los casos se obtienen simultáneamente preparados de membranas de los
bloques control y ejercicio.
Figura 23. Obtención del preparado de membranas de ventrículo izquierdo
22.2 Obtención del preparado de membranas de hígado
Los preparados de membranas de hígado se obtienen siguiendo el procedimiento
descrito por Kelly e! aL, (1984), ligeramente modificado en nuestro laboratorio, Figura 24. Se
parte de un fragmento de 0.1 gr de peso del hígado de cada animal. La muestra se descongela
sumergida en tampón de muestra. Una vez descongelada se seca, se pesa, se tritura con unas
tijeras y se homogeneiza en 20 ml de tampón de muestra. La homogeneización se lleva a cabo
con un Potter-Elvehjem provisto de un émbolo de teflón mediante 15 emboladas a 2000 rpm.
HOMOGENEIZACIÓN
(Tampón de muestra)
Centrifugación 20 mm.
a 14000 g
SBDTE. SOTO.
Centrifugación 20 mm
a 14000 g
SOTO. SBDTE.
Resuspensión en Tampón de
1 muestra
PREPARADO DE
MEMBRANAS
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El homogeneizado se filtra a través de dos capas de gasa hidrófila y se centrifuga a
1500 g durante 10 minutos. El sedimento se elimina y el sobrenadante se centrifuga a 20000 g
durante 20 minutos. El sedimento de la segunda centrifugación se resuspende en 15 ml de
tampón de muestra y se aplica a un gradiente discontinuo de sacarosa formado con 15 ml de
sacarosa 1.06 M y 15 mIde sacarosa 2.02 M (preparadas en tampón de muestra), y se centrifuga
a 25000 £ durante 45 minutos. La banda que aparece en la interfase 0-1.06 M de sacarosa se
extrae con una pipeta Pasteur y se lava dos veces con 45 ml de tampón de muestra por
centrifugación a 27000 g durante 20 minutos. El sedimento obtenido se pesa y se resuspende,
por homogeneización en Potter-Elvehjem, en una relación de 5 pl de tampón de muestra por
cada mg de membranas. El preparado de membranas así obtenido se distribuye en alicuotas y
se almacena a -800C hasta su utilización.
Todas las operaciones se realizan a una temperatura de 0-40C. Las centrifugaciones se
llevan a cabo en una centrífuga refrigerada SorvaIl RC-5 equipada con un rotor angular 55-34
excepto en la centrifugación en gradiente, en la que se emplea un rotor flotante HB-4.
2.2.3 Obtención del preparado de membranas de tejido adiposo
Se emplea el método descrito por Belsham et aL, (1980) ligeramente modificado en
nuestro laboratorio. La grasa epididimal y perirrenal de 3 ratas se limpia en una placa petri con
NaCí al 0.9%, eliminándose la vasculatura, se seca, se pesa y se tritura con tijeras antes de
homogeneizar el tejido. La homogeneización se realiza en 8 ml de tampón de muestra, con un
Polytron PT-20 (Brinkman lnstruments) en posición 3 con un pulso de 15 segundos. El
homogeneizado se centrifuga a 1000 g durante 3 minutos. El sedimento se elimina y el
sobrenadante se recoge con una pipeta Pasteur despreciando la capa de grasa y células muertas
que queda flotando sobre él. El sobrenadante se centrifuga a 30000 g durante 30 minutos. El
sedimento obtenido se pesa y se resuspende en el mismo tampón en una relación de 125
mg/ml. El preparado de membranas obtenido se conserva a -800C hasta su utilización,
(Figura 25).
Todas las operaciones se llevan a cabo a una temperatura de 0-40C. Las centrifugaciones
se realizan en una centrífuga refrigerada Beckman L2-21 provista de un rotor angular JA-17.
En todos los casos se obtienen simultáneamente las membranas de los bloques control y
ejercicio.
Estos preparados se han comparado con suspensiones de membranas obtenidas a partir
de adipocitos previamente aislados, puesto que éste método se emplea con mucha más
frecuencia. Los resultados de ésta comparación se presentan en el capítulo correspondiente de
ésta memoria.
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HOMOGENEIZACIÓN
(Tampón de muestra)
Centrifugación 20 mm.
a 14000 g
4 -~
SOTO.
4
SI3DTE.
SBDTE.
Resuspensión en Tampón de
muestra
Centrifugación en gradiente
45 mm. a 25400 g
INTERFASE 0-1.06 M
DE SACAROSA
Lavado con Tampón de muestra
Centrifugación 20 mm. a 27000 g
SBLtTE.
Resuspensión en Tampón de muestra
Centrifugación 20 mm a 27000 g
1
SDTO.
1 Resuspensión en Tampón demuestra
PREPARADO DE
MEMBRANAS
SOTO.
Centrifugación 20 mm
a 13000 g
4
SDTO.
SEOTE.
Figura 24. Obtención del preparado de membranas de hígado
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Los adipocitos se aislan a partir de una mezcla de grasa epididimal y perirrenal por el
método descrito por Rodbetl, (1964) ligeramente modificado. La grasa se recoge en una placa
petri que contiene tampón Krebs-Ringer-Hepes pH 7.4 (250C), conteniendo NaCí 1 18.4 mM,
KCI 4.74 mM, MgSO, 1.19 mM, CaCt 2.54 mM, KH
2PO4 1.19 mM y Hepes 20 mM, se limpia,
se seca y se pesa. A continuación, se tritura con una tijera en tampón Krebs-Ringer-Hepes
suplementado con albúmina de suero bovino al 2% (p/v). La digestión del tejido para separar
los adipocitos se realiza mediante adición, sobre la mezcla anterior, de 10 mg de colagenasa por
cada 10 gr de tejido e incubando después en un baño a 37
0C con agitación intensa. El tejido
digerido se fibra a través de una malla de nylon, se lava dos veces con 5-10 volúmenes de
tampón Krebs-Ringer-Hepes y se centrifuga a 400 g durante dos minutos para eliminar bien la
colagenasa de> medio. En eJ sobrenadante así obtenido se encuentran en suspensión los
adipocitos aislados.
HOMOGENEIZACIÓN
(Tampón de muestra)
Centrifugación 20 mm.
a 14000 g
1~~~~~~ —4
SBDTE. SOTO.
Centrifugación 20 mm
a 14000 g
~ —4
SOTO. SBDTE.
Resuspensión en Tampón de
muestra
PREPARADO DE
MEMBRANAS
Figura 25. Obtención dei preparado de membranas de tejido adiposo
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Al preparado de adipocitos se le adicionan 5-10volúmenes de tampón Tris-HCI 50 mM,
pH 7.4 (250C), conteniendo MgCI2 10 mM, IlOTA 5 mM, 5 pg/ml de leupeptina, 5 pg/ml de
inhibidor de tripsina se soja y PMSF 0.1 mM (Tampón de homogeneización) y se homogeneiza
en un Potter-Elvehjem. El homogeneizado se centrifuga a 1500 g durante 10 minutos. El
sedimento resultante se desprecia y el sobrenadante se centrifuga a 19500 g durante 30 minutos.
El sedimento obtenido se pesa y se resuspende en un tampón Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 (250C),que contiene Mg Cl, 10 mM y EDTA 1 mM, en una relación de 8pl de tampón por cada mg
de peso húmedo del sedimento. El preparado de membranas obtenido se distribuye en alícuotas
y se almacena hasta su utilización a -800C.
Todas las operaciones se llevan a cabo a una temperatura de 0-40C. Las centrifugaciones
se realizan en una centrífuga refrigerada Beckman L2-21 provista de un rotor angular JA-17.
2.3 ENSAYOS DE UNIÓN DE LIGANDOS
223.1 Ensayos de saturación
Para los ensayos de unión de ligandos se emplea (-) [‘9]iodocianopindolol (ICYP) (act.
esp. 2200 pCi/mmo¡), un antagonista no selectivo de receptores ¡3-adrenérgicos, como ligando
marcado. Alicuotas de 100 pl (75 ¡±gde proteína), de los preparados de membranas de los
diferentes tejidos estudiados, se incuban en un volumen final de 250 pl de tampón Tris-HCl 20
mM, pH 7.4 (370C), conteniendo NaCí 150 mM, MgCI, 5mM y ácido ascórbico 0.1 mM
(tampón de “binding”) con concentraciones crecientes de ICYP comprendidas entre 5-250 pM.
En experimentos previos se ha comprobado que en el intervalo de concentraciones empleado
en el presente estudio, la unión específica del ligando a los preparados de membranas es
saturable y estable después de 50 minutos de incubación a 370C. Los tubos se mantienen en
baño de hielo hasta el inicio de la reacción. Esta comienza por la adición del preparado de
membranas y se desarrolla durante 60 minutos en un baño a 370C con agitación. La reacción
finaliza por dilución con 5 ml de tampón Tris-UCI 20 mM, pH 7.4 (250C) conteniendo NaCí
150 mM (tampón de lavado) a 40C, seguida inmediatamente de una filtración a vacío a través
de un filtro de fibra de vidrio Whatman CF/A, previamente humedecido en tampón de lavado.
El filtro se java 3 veces con 5 ml del mismo tampón a 40C y se dispone en un vial y se cuenta
la radioactividad incorporada al filtro.
Para determinar la unión inespecífica, inferior al 25% de la unión total, se incuba en
presencia del antagonista frío (no marcado) D,L-propranolol IIY5M. Los experimentos se
realizan por triplicado, presentando una desviación máxima del 20%, y se repiten al menos dos
veces, con diferentes preparaciones de membranas; los datos que figuran en las gráficas y tablas
corresponden a un experimento representativo.
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La densidad (Bmax) y la constante de afinidad (Kd) de los receptores se determina
mediante el tratamiento de los datos de la unión específica por el método de Scatcha¿’4 (¡949)
y Rosenthal, (1967), empleando para ello el programa informático “SigmaPLOT Scientific
Graphing System” (versión 4.10).
2.4 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ADENILATO CICLASA
2.4.1 Ensayo croniatográfico
El ensayo de actividad de adenilato ciclasa se realiza conforme al método descrito por
Salomon et aL, (1974), modificado por García y Haro, (1981). La mezcla de incubación contiene
el preparado de membranas (50 pg de proteína en preparados ventrículo izquierdo, 75 pg en
hígado y 40 ¡ig en tejido adiposo), ATP 0.05 mM, 0.5 pCi de La-~P]ATP (act. esp. 400
Ci/mmol), MgCI2 10 mM, cAMP 0.75 mM, creatina fosfato 20 mM, 12.5 unidades de creatina
quinasa, teofilina 5 mM, y el resto de los cofactores, en un volumen final de 0,2 ml de tampón
Tris-MCI 50 mM, pH 7.5 (370C) que contiene 2-mercaptoetanol 5 mM, EDTA 1.5 mM, 2.5pg/ml de inhibidor de tripsina de soja y PMSF 0.05 mM. En los experimentos de inhibición de
la actividad enzimática la concentración de proteína añadida al ensayo es de 0.5 mg/ml en
preparados de membrana de ventrículo izquierdo, de 0.3 mg/ml en hígado y de 0.4 mg/ml en
los preparados de membranas de tejido adiposo, la de MgCI
2 3 mM, sin que se varíe la
concentración del resto de compuestos añadidos a la mezcla de incubación y se adiciona NaCí
100 mM. El resto de los reactivos presentes en los ensayos, así como sus concentraciones finales,
son los que se indican en las figuras y tablas.
La reacción se inicia por la adición del sustrato. La incubación se lleva a cabo durante
10 minutos a 37
0C con agitación y se detiene mediante la adición de 0.5 ml de ZnSO
4 y 0.5 ml
de Na2CO3, ambos a una concentración 0.12 M. A continuación las muestras se introducen en
baño de hielo y se añaden 0.5 ml de agua destilada y 0.06 pCi de [8-
3H]cAMP (act. esp. 27.5
Ci/mmol) como marcador del rendimiento del proceso de purificación posterior. La mezcla se
centrifuga a 4500 g durante 15 minutos en una centrífuga de mesa Wifug-Labor, y el
sobrenadante se aplica por decantación en una columna Dowex AG 50 Wx4 (H9 (200-400
mallas) de 0.8x8 cm. Se ¡aya con 4 ml de agua destilada y se deja eluir sobre una columna de
alúmina neutra (70-230 mallas) de 0.8x3 cm. El eluido se descarta y a continuación se añaden
3 ml de Tampón Tris-MCI 100 mM, pH 7.2 (250C), recogiéndose el eluido de esta Última etapa
en un vial al que se adicionan 15 ml de líquido de centelleo y se cuenta la radioactividad.
Los ensayos, realizados por triplicado, presentan una desviación inferior al 15%del valor
medio. La actividad específica de adenflato ciclasa se expresa en pmo] de cAMP producido por
minuto y mg de proteína.
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2.4.2 Cálculo de la actividad enzimática
La actividad enzimática se calcula, a partir de los datos obtenidos de la medida de la
radiactividad de las muestras, de la siguiente forma:
(A -flxDxG
nmoles de AMPc E
[B-(—xÁ)]xC
C
A = cpm 32P recuperadas
B = cpm 3H recuperadas
C = cpm 32P totales añadidas
D = cpm Ml totales añadidas
13 = cpm de C que se introducen en el canal de Ml
E = cpm de D que se introducen en el canal de 32P (fondo del contador)
O = nmoles de ATP en el ensayo
2.4.3 Preparación de los soportes cromatográficos
La preparación del Dowex AO 50 Wx4 (H~) requiere únicamente un lavado con 15
volúmenes de agua destilada, quedando la resma dispuesta para ser cargada en las columnas.
La regeneración de las columnas se realiza mediante lavado con 2 ml de MCL It N, seguido de
un lavado con 30 ml de agua destilada.
Para preparar la alúmina se efectúa un lavado con tampón Tris-HCL 100 mM, pH 7.2
(250C) y se carga en las columnas.
2.5 ADP-RIBOSILACION CATALIZADA POR TOXINA PERTUSSIS
2.5.1 Incubación de las muestras y posterior tratamiento electroforético
La preparación de membranas (125 pg de proteína) se centrifuga a 27000 g durante 20
minutos en una microfuga Hettich a O-40C. El sobrenadante se elimina por aspiración a vacio
y el sedimento se suspende en 10 uil de tampón Tris-MCI 20 mM, pH 8.0 (250C), conteniendo
Dli? 1 mM, EDTA lmM y lubrol PX al 0.05%, y se añade al medio de incubación. La mezcla
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de incubación contiene, además del preparado de membranas, 0.3 pg de toxina de Bordetella
pertussis, NAO 0.5 1iM, 0.5 pCi de [a-
32P]NAD(act. esp. 800 Ci/mmol), MgCI
2 0.1 mM, GTP
0.1 mM, ATP 1 mM, EDTA 1 mM, timidina 10 mM, nicotinamida 10 mM, OIT 25 mM, en un
volumen final de 60 pl de tampón Tris-MCI 70 mM, pH 8.0 (250C). La toxina de B. pertussis se
activa previamente por incubación con DTT 25mM durante 30 mm a 370C y posterior dilución
con tampón fosfato sódico 100 mM, pH 7.4 (250C), que contiene lmg/ml de ESA y urea 2M.
La reacción, que se inicia por la adición del NAD, se lleva a cabo durante 90 mm a
y se detiene por adición de 20 pl de una disolución 0.1 mg/ml de BSA en SOS al 2% y 70 pl
de TCA al 30% frio. Las muestras se dejan precipitando toda la noche a una temperatura de
0-40C. Transcurrido este tiempo se preparan para ser sometidas a electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS siguiendo el método descrito por Guillén etaL, (1990), para
lo que se centrifugan a 27000 g durante 15 minutos en una microfuga 1-lettich. El sobrenadante
se elimina por aspiración a vacio y el sedimento se lava 2 veces con 0.5 ml de eter frio por
centrifugación a 27000 g durante 5 minutos, para eliminar perfectamente el medio de
incubación. El sedimento final se resuspende con una micropipeta en 20 pl de un tampón Tris-
MCI 62.5 mM, pH 6.8 (250C), que contiene OIT 50 mM y SOS al 5% (p/v) y se incuba en un
baño a 900C durante 5 minutos. Una vez enfriada, se añade a la mezcla 1 volumen de
N-etilmaleimida lOOmM, se incuba 15 minutos a temperatura ambiente y se adicionan 2
volúmenes de tampón Tris-UCí 0.125 M, pH 6.8 (250C), conteniendo SOS al 4%, glicerol al
20%, 2-mercaptoetanol al 10% y azul de bromofenol como indicador. La mezcla resultante se
introduce en un baño a ebullición durante 5 minutos, se deja enfriar y se almacena a -200C
hasta su utilización.
La electroforesis de las muestras se realiza conforme al procedimiento descrito por
Braber a aL, (1988) en geles de poliacrilamida de 1.5 mm de espesor que contienen acrilamida
al 10%, Bis-acrilamida al 0.13% y SOS al 0.1% en tampón Tris-MCI 0.375 M, pH 8.8 (250C). Se
mantiene a 40C primero durante 90 minutos a un voltaje constante de 100 V y seguidamente 5
horas a 35 mA de intensidad de corriente y una vez finalizada, los geles se tiñen con azul de
coomassie, se secan y se realiza una autorradiografia utilizando placas fotográficas Kodak-X
Omat AR.5. Para la autorradiografía, que se desrrolla a -800C, se utilizan pantallas
intensificadoras de imagen Dupont Cronex.
Los experimentos se repiten al menos tres veces utilizando preparados de membranas
diferentes. Los datos que se presentan en las tablas y figuras son la media de un experimento
realizado por duplicado, siendo la desviación inferior al 10%.
25.2 Cuantificación del sustrato ADP-ribosilado
Para la cuantificación del sustrato ADP-ribosilado se cortan las porciones de gel
correspondientes a las bandas impresionadas sobre la placa fotográfica, se introducen en un vial
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de centelleo, se añaden 5 ml de líquido de centelleo dioxano-naftaleno y se mide la radiactividad
incorporada. También se corta un fragmento de gel de idéntica superficie y perteneciente a la
misma pista como fondo del ensayo. Porotra parte, y como índice del rendiminiento del proceso
de preparación de las muestras para la electroforesis, se cuantifica la banda de BSA mediante
densitometrado del gel.
2.6 ADP-RIBOSILACIÓN CATALIZADA POR TOXINA COLÉRICA
2.6.1 Incubación de las ¡nuestras y posterior tratamiento electroforético
El preparado de membranas (200-250 pg de proteína) se centrifuga a 27000 g durante
20 minutos en una microfuga Hettich a 0-40C. El sobrenadante se elimina por aspiración a vacío
y el sedimento se resuspende en 40 jil del medio de incubación. Este contiene 3 pg de toxina
colérica, NAD 0.1 pM, 2 pCi de L.«-32P]NAD (act. esp. 800 Ci/mmol), MgCI
2 10 mM, GppNHp
1 mM, ATP 1 mM, timidina 10 mM, arginina 10 mM y tampón fosfato potásico 100 mM, pH
6.8. La toxina colérica se activa previamente mediante incubación con Dli? 20 mM durante 15
mm a 30
0C.
La incubación se realiza a 370C durante 2 horas en un baño sin agitación y la reacción
se detiene por adición de 13.5 Jil de una disolución de BSA (0.1 mg/mí) en SDS al 2 % y
53.5 j.~l de TCA al 30% frío.
Después de parar la reacción, las muestras se dejan precipitando toda la noche a 0-40C.
El resto de las operaciones encaminadas a la preparación de las muestras para la electroforesis
y posterior separación electroforética de las proteínas de membrana se lleva a cabo por el
mismo protocolo descrito para la ADP-ribosilación catalizada por toxina de Bordetella pertussis
(ver apartado 2.5.1.).
Los experimentos se repiten tres veces con diferentes preparados de membranas. Los
valores que se presentan, corresponden a un experimento representativo realizado por
duplicado. La desviación es inferior al 10 % del valor medio.
2.6.2 Cuantificación del sustrato ADP-rihosilado
Para la cuantificación del sustrato ADP.ribosilado -se procede de igual manera que en
el apartado 2.5.2.
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2.7 IMMUNODETECCION DE PROTEíNAS DESPUES DE ELECTROTRANSFERENCL4
(“IMMUNOBLOT’)
El ‘immunoblot” es una técnica particular de inmunodetección de proteínas después de
su electrotransferencia a un soporte de nitrocelulosa. En la presente memoria se utilizará el
término inmunodetección para hacer referencia al “immunoblot”, a no ser que se haga
referencia expresa a otra modalidad de inmunodetección.
2.7.1 Preparacion de las muestras y posterior electroforesis
El tratamiento de las preparaciones de membranas para electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS se realiza según el protocolo descrito previamente Guillén
et aL, (1990), ligeramente modificado. Las muestras (150-250 pg de proteína, en función del
tejido y el anticuerpo con el que se incuba) se centrifugan a 27000 g durante 20 minutos en una
microfuga Hettich a 0-40C. El sobrenadante se elimina por aspiración a vacio y el sedimento se
suspende con una micropipeta en 30 pl de tampón Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8 (250C) que
contiene SDS al 5% (p/v) y Dli? 50 mM, y posteriormente se incuba en un baño a 900C
durante 5 minutos para solubilizar las proteínas de membrana. A continuación las muestras se
someten a una reacción de alquilación, mediante la incubación con 10 pl de N-etilmaleimida
200 mM durante 15 minutos a temperatura ambiente, antes de tratarlas durante 5 minutos a
1000C con 40 pl de tampón Tris-HCí 125 mM, pH 6.8 (250C) que contiene SDS al 4%, glicerol
al 20% y 13-mercaptoetanol al 10%.
Las muestras así preparadas se aplican a un gel de poliacrilamida al 10% en presencia
de SDS al 0.1% y se procede a la separación electroforética de las proteínas de membrana
siguiendo el procedimiento de Brabet et aL, (1988), descrito en el apartado 2.5.1.
2.1.2 Electrotransferenc¡a a un soporte de nitrocelulosa
Después de la electroforesis las proteínas se transfieren sobre un soporte de
nitrocelulosa (0.45 pm; Schleicher & Schuell) a una corriente constante de 20 V en un tampón
Tris-HCI 25mM, pH 8.3 (250C), que contiene glicocola 200 mM y metanol al 20%. La
electrotransferencia se efectúa durante 14 horas a temperatura ambiente. Las membranas de
nitrocelulosa se secan y se tillen con rojo Ponceau S para comprobar la calidad de la
transferencia.
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2.7.3 Incubación con los anticuerpos
El tratamiento posterior de las membranas de nitrocelulosa se lleva a cabo siguiendo el
protocolo descrito por Guillén etaL, (1990) ligeramente modificado. La nitrocelulosa se lava dos
veces con un tampón Tris-HCI 10 mM, pH 7.5 (250C), conteniendo NaCí 500 mM (tampón A).
Con el fin de evitar la unión inespecífica de los anticuerpos se efectúan dos lavados con tampón
A, conteniendo gelatina al 3% (p/v) y otros dos lavados con tampón A conteniendo Tween 20
al 0.05% (y/y) (tampón 8). La incubación de la nitrocelulosa con los anticuerpos se realiza
durante toda la noche a temperatura ambiente en tampón A que contiene gelatina al 1% y el
antipéptido correspondiente. A continuación la nitrocelulosa se lava en tampón E y se incuba
2 horas a temperatura ambiente en tampón A, conteniendo gelatina al 0.5% y 400000-600000
cpm/ml de [‘~I] proteína A (act. esp. 2-lO ~iCi/pg). Los “blots’ se lavan sucesivamente con
tampon E y tampon A, se secan y se exponen, a -800C, a una película fotográfica Kodak-X
Omat AR-5 utilizando pantallas intensificadoras de imagen Dupont Cronex.
En este estudio se utilizan anticuerpos policlonales anti G,« y Gil.2« (cedidos por el Dr.
y. Momburger, C.C.I.P.E., Montpellier, Francia) obtenidos respectivamente frente a los
decapéptidos RMHLRQYELL y KNNLKDCGLF del extremo COOH-terminal de estas
proteínas. Los anticuerpos anti G
0, anti G,,« y anti Q~, son suministrados por Calbiochem; los
dos primeros reconocen de forma específica decapéptidos de un segmento interno de las
proteínas 13 y a,, (127-139 y 159-168 respectivamente) mientras que el antipéptido anti G~
reconoce un decapéptido del extremo COOH-terminal.
2.7.4 Cuantificación de las proteínas inmunodetectadas
Las porciones de nitrocelulosa correspondientes a las bandas impresionadas sobre la
placa fotográfica se cortan y se mide la radiactividad. También se corta un fragmento de
nitrocelulosa de idéntica superficie y perteneciente a la misma pista como fondo del ensayo.
Los experimentos se repeten al menos tres veces con lotes diferentes de membranas. Los
datos de las figuras corresponden a un experimento representativo realizado por duplicado,
siendo la desviación inferior al 15 % del valor medio.
2.8 MEDIDAS DE LAS MUESTRAS RADIOACTIVAS
El contaje de radioactividad de las muestras que contienen 32P y/o 3H se lleva a cabo
en un contador de centelleo líquido Beckman LS 3801. Para ello se utiliza un liquido de
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centelleo preparado con 150 g de naftaleno, 10.5 g de 2.5-difeniloxazol (PPO), 0.45 g de 1.4-bis-
2-(5-fenioxazolil)-benceno (POPOP) y dioxano hasta 1.5 1.
Las muestras que contienen ‘9 se cuentan en un contador Beckman 5500, siendo la
eficacia del contaje del 74%.
2.9 VALORACIÓN DE PROTEÍNAS
La concentración de proteínas se determina de acuerdo con el método de Lowty el al.,
(¡95/), utilizando BSA como patrón.
2.10 ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Los resultados mostrados representan la media ±la desviación estándar. El análisis
estadístico se ha realizado mediante el test de Student, y se consideran significativas, bastante
significativas o muy significativas las diferencias entre dos grupos cuando P<c 0.05 (*), P’t0.01
<**) o P<0.005 (***) respectivamente.
2.11 PRODUCTOS Y REACTIVOS
Los productos isotópicamente marcados [a-32P]ATP(act. esp. 400 Ci/mmol) y [8-3H]
AMPc (act. osp. 27.5 Ci/mmol) son de Amersham International (Amersham, Bucks, Reino
Unido). New England Nuclear (Boston, Massachussets, Estados Unidos) suministra [‘9]
Iodocianopindoloj (act. esp. 2200 Ci/mmol), [a-32P]NAD (act. esp. 800 Ci/nnnol) y [‘9]
proteína A (act. esp. 2-10 Ci/mg).
De Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri, Estados Unidos) proceden albúmina de
suero bovino (fracción y), creatina fosquinasa (163u/mg), fosfocreatina,nucleotidos, adrenalina,
isoproterenol, propranolol, glucagón, ciclohexiladenosina, adenosina desaminasa (1.2 u/mg),
toxina de Vibrio cholerae, timidina, OIT, N-etilmaleimida, nicotinamida, SOS, TCA, rojo
Ponceau 5, azul de bromofenol, azul de coomassie, glicocola, placas fotográficas Kodak-X Omat
AR-5 y la alúmina neutra.
El reactivo de Folin-Ciocalteu, 2-mercaptoetanol, teofiina, eter, alcoholes y sales
inorgánicas son de Merck (Darmstadt, Alemania).
La colagenasa procede de Worthington Biochemical Corp. (Freehold, New Jersey,
Estados Unidos). Forseolina, toxina de Bordetella pertussL~ y anticuerpos antí Q«, G~ y G~ son
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de Calbiochem (La Jolla, California, Estados Unidos). Los anticuerpos anti O.. y Gíl2’ son una
cesión del Dr. y. Homburger, C.C.I.P.E., Montpellier, Francia. Dowex AO-50 Wx4 (Hl),
acrilamida, bis-acrilamida, TEMED y persulfato amónica proceden de Bio-Rad (Richmond,
California, Estados Unidos).
El resto de los productos y reactivos utilizados son de grado analítico.
RESULTADOS
RESULTADOS 69
3.1 EFECTO DEL EJERCICIO FÍSICO SOBRE EL PESO CORPORAL Y DE LOS
ÓRGANOS
El protocolo de entrenamiento seguido en este estudio intenta simular un ejercicio de
resistencia en el que, basándonos en las relaciones entre coste energético y velocidad de carrera
(Shepherd y GoUnick /976), ]os animales se encuentran aproximadamente a un 75% de su
capacidad aeróbica máxima.
En la TABLA II se recoge el efecto que el programa de entrenamiento ha tenido sobre
el peso corporal de las ratas. Al comienzo del experimento, el peso de las ratas era similar, y
a medida que transcurría el tiempo de entrenamiento se observó que progresivamente las ratas
ejercitadas pesaban menos que las controles (datos no mostrados). En el momento del sacrificio
el peso corporal de los animales sedentarios era significativamente mayor (p<O.005) que el de
los animales entrenados.
También se ha estudiado el peso medio del corazón, hígado y el tejido adiposo (grasa
perirrenal y epididimal). Estos datos se encuentran reflejados en la TABLA II.
En el caso del corazón, si bien no existen diferencias en cuanto al peso del órgano, entre
los dos bloques, si se observa una diferencia estadísticamente significativa en el índice cardíaco
(definido como peso del órgano/peso corporal) entre los animales que han llevado a cabo
ejercicio y los sedentarios, si bien esto es debido al menor peso corporal que presentan estos
animales. El ejercicio realizado no provoca hipertrofia cardíaca, definida inicialmente por Muller,
(1882) como el incremento en el peso neto del miocardio de pacientes con enfermedades del
corazón (Patelet aL, ¡989). Si bien hay autores que utilizan el indice cardíaco como criterio para
cuantificar el grado de hipertrofia alcanzado en diferentes modelos animales experimentales
(Ratel a aL, 1989y Knufmnan a aL, 1987), en el presente trabajo no se ha empleado este criterio
puesto que el descenso observado en el peso corporal de los animales entrenados daría cuenta
de un falso índice de hipertrofia tal y como discuten Bugaisky y Zak (1986).
En cuanto al hígado, no se observó tampoco variación en el peso del órgano entre los
dos grupos de ratas en estudio. Mientras que en los animales entrenados se observa un descenso
del 50% en masa de tejido adiposo con respecto a los animales sedentarios.
3.2 INFLUENCIA DEL EJERCICIO FÍSICO SOBRE EL SISTEMA il-ADRENÉRGICO-
ADENILATO CICLASA EN MIOCARDIO DE RATA
3.2.1 Receptores fi-adrenérgicos
Se ha medido la constante de disociación (Kd) y la densidad (Bmax) de los receptores
13-adrenérgicos mediante ensayos de unión de ICYP a membranas de ventrículo izquierdo de
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ratas que han llevado a cabo ejercicio y sus respectivos controles. La unión del radioligando a
los preparados de membrana de ambos bloques es saturable y altamente específica, puesto que
la unión inespecífica supone un 15-20% de la unión total (datos no mostrados).
Cuando se procede al análisis de los datos de unión específica por el método de
Scatcluzrdj, (1949) y Rosent.’zal (1967) (Figura 26), se obtiene una recta que nos indica la
existencia de un único tipo de sitios de unión. De los puntos de corte de las representaciones
obtenidas con el eje de abcisas se determina el valor de la densidad de receptores que, como
se puede observar en la TABLA III, es significativamente menor (un 30%) en el grupo de
animales que han sido entrenados.
Por otra parte, en la Figura 26 se observa que la pendiente de ambas rectas no varía,
lo que nos indica que no existen diferencias entre la constante de disociación aparente por
antagonista de los receptores 13-adrenérgicos cardíacos de las ratas controles y de las que han
llevado a cabo ejercicio, como se muestra en la TABLA III.
3.2.2 Regulación del sistema de adenilato ciclasa
El sistema de adenilato ciclasa, tal y como se describe en la introducción, consta de tres
componentes diferentes: los receptores, la subunidad catalítica y una amplia familia de proteínas
reguladoras ligantes de nucleátidos de guanina (proteínas O) que transducen señales
estimuladoras e inhibidoras. En este estudio se han analizado las características reguladoras de
los diferentes componentes del sistema de adenilato ciclasa.
3.2.2.1 Características reguladoras Qenerales de la vía estimuladora del sistema de adenilato
ciclasa
Con el fin de determinar las posibles modificaciones que se producen con el ejercicio
fisico intenso y regular en las vías estimuladoras del sistema adenilato ciclasa de miocardio, se
ha medido la actividad enzimática en presencia de moduladores que actúan a través de
mecanismos dependientes e independientes de receptor.
Se han empleado cationes divalentes, Mg2t y Mn2, así como el diterpeno forseolina
como indicadores de la funcionalidad de la subunidad catalítica del sistema. Los resultados
obtenidos se reflejan en la TABLA IV y como se puede observar, no se han detectado
diferencias significativas en la actividad basalde la enzima de ambos grupos en presencia de una
concentración saturante de Mg2t (10 mM), si bien parece ser ligeramente menor en los animales
que han sido entrenados. Cuando se ensaya la actividad de adenilato ciclasa en presencia de
Mn2t y Mk*/forscolina, que son estimuladores más potentes de la enzima, se observa que
la actividad específica y la activación por el diterpeno son significativamente menores en las
ratas que han realizado ejercicio físico.
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Representación de Scatchard para la unión específica de ICYP a membranas de ventrículo izquierdo
de animales controles (@—@) y entrenados ( y— y)
TABLA ID. Densidad y afinidad por ICYP de los
ventrículo izquierdo de rata.
CONTROL
receptores 8-adrenérgicos en membranas de
EJERCiCiO
Bmax (fmol/mg)
Kd (pM)
47.23±5.9
(100%)
117.35±0.65
32.9±3.06~
(69.7±6.5%)
115.95 ±0.05
Los resultados se apresan como la media aritmética de los experimentos realizados ± la desviación estándar. Los
valores que se presentan entre paréntesis corresponden a los porcentajes de variación con respecto a los controles.
Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con: P<O.O5, P<O.O1 y P<O.OO5.
o 5 10
Figura 26.
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RESULTADOS
También se han empleado guanililimidodifosfato (GppNl-{p) y fluoruro, que dan cuenta
de la funcionalidad del componente regulador activador (Birnhaumer a aL, 1985). Cuando se
ensayan las membranas de ventrículo izquierdo de los dos bloques de ratas con estos
moduladores se observa un descenso significativo tanto en la actividad específica como en los
niveles de activación de la enzima estimulada por una concentración saturante de OppNHp
(10~M) y fluoruro (lOmM) (TAELA IV).
Por último, se ha ensayado la actividad de la enzima estimulada por la vía
13-adrenérgica. Concretamente se ha empleado el agonista 13-adrenérgico isoproterenol como
indicador de la funcionalidad del receptor estimulador. En la TABLA IV se observa que en las
ratas entrenadas se produce un descenso de la actividad y activación de la enzima para una
concentración subsaturante del agonista (1W’ M) sin que se afecte la activación en presencia de
una concentración saturante de isoproterenol (5x105 M).
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Figura 27.
Mn (mM)
Actividad dc la adenilato ciclasa en presencia de Mn2 + en preparados de membranas de ventrículo
izquierdo de ratas controles <O—@) y entrenadas (V 9). Las diferencias que se observan en
el intervalo de concentraciones 2-4.5 mM entre tos dos bloques de animales son significativas para
p<O.OOS-
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3.2.2.2 Características re2uladoras de la subunidad catalítica
Para intentar verificar si los resultados que se reflejan en la TABLA IV, cuando se
estimula la adenilato ciclasa con Mn2~ y Mg2~/forscolina, se corresponden con una posible
alteración de la funcionalidad de la proteína efectora en cuanto a su Vmax y/o a la constante
de activación, se procedió a ensayar ¡a actividad de adenilato ciclasa en presencia de diferentes
concentraciones de estos moduladores.
En la Figura 27 se observa que en el intervalo de concentraciones saturantes (2.5-
4.5 mM) de Mn2~ la actividad de la subunidad catalítica es significativamente menor en el
miocardio de los animales que han llevado a cabo ejercicio. Asimismo, en la Figura 28 se
observa un descenso significativo en la actividad de la enzima de ¡os animales entrenados
cuando los preparados de membrana de ambos grupos se ensayan a concentraciones saturantes,
15-35 pM, de forscolina en presencia de Mg2t 10 mM.
Estos resultados parecen indicar que como consecuencia de la adaptación del sistema
al ejercicio físico se produce un descenso considerable en los niveles y/o funcionalidad de la
subunidad catalítica del sistema adenilato ciclasa.
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Figura 28. Actividad de la adenilato ciclasa en presencia de Mg2+ (lOmM) y forscolina (FK) en preparados de
membranas de ventrículo izquierdo de animales controles (•—•> y entrenadas (v- y). Las
diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones 10-35 aM entre los dos bloques de
animales son significativas para p <0.005.
o
RESULTADOS 76
6 5 4 30— 10-o io~ 10— 10—
OppNHp
FLUORURO
12
(mM)
Activación por GppNHp (A) y fluoruro (B) de la adenilato ciclasa de ventriculo izquierdo de ratas
controles (•—@) y entrenadas (V- y). La actividad basal de la enzima, expresada en
pmol cA.MP/min/mgprot, fue: 16.6±0.72en el bloque controlyl5.28±1.92en el bJoqut entrenado.
Lasdiferencias que se observan en el intervalo de concentraciones io~-io~ M de GppNHp y 5-9 mM
de fluoruro entre los das grupos de animales son significativas para p <0.005.
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3.2.2.3 Regulación a través de la proteína G. independiente de receptor
En la Figura 29 se muestra la activación de la adenilato ciclasa por diferentes
concentraciones de GppNl-lp (A) y fluoruro (B) en ventrículo izquierdo de los dos bloques de
animales. En ellas se puede observar cómo con el ejercicio físico se produce un descenso de la
activación máxima por estos dos moduladores que da cuenta de un descenso en la Vmax de la
enzima, sin que se modifique la constante de activación de la adenilato ciclasa.
Aunque las diferencias observadas en los niveles de activación promovidos por estos
moduladoresse corresponden con diferencias, igualmente significativas, en la actividad específica
de la enzima (véase TABLA IV) se ha optado por la representación de los niveles de activación
para anular la posible influencia que pudiera tener la alteración de la propia subunidad
catalítica sobre las variaciones observadas en la actividad específica en presencia del modulador.
Los resultados que se presentan indican que los niveles y/o funcionalidad del
componente regulador activador, O~, del sistema de adeniiato ciclasa de miocardio están
deprimidos como consecuencia de la adaptación de este tejido al ejercicio físico.
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Activación por isoproterenol de la adenilato ciclasa en membranas de corazón. La actividad
enzimática se determina en presencia de OTP 10’5M. La actividad basal de la enzima, apresada en
pinol cAMP/minfing prot fue: 11.01±1.5para los animales controles (•—•) y 13.89±1.8para los
entrenados (y— y) . Las diferenciasque se observan en el intervalo de concentraciones 5x10~-
7~10~ M entre los dos bloques de ratas son significativas para pc 0.005.
Figura 30.
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3.2.2.4 Regulación por la vía estimuladora B-adrenérgica
En laFigura 30 se muestra la activación de adenilato ciclasa de miocardio por diferentes
concentraciones del agonista B-adrenérgico isoproterenol (ISO) en preparados de membrana
de los dos bloques de animales. En ella se observa que en las ratas que han llevado a cabo
ejercicio físico se produce un desplazamiento de la curva hacia la derecha de forma que la
constante de activación para las ratas entrenadas fue de 5x104M y de l.5x104M para los
animales controles, sin que se detecten diferencias a concentraciones saturantes de
isoproterenol.
3.2.2.5 Regulación por la vía inhibidora muscarínica
Los receptores muscarínicos colinérgicos son los encargados de mediar el control que
el sistema nervioso parasimpático ejerce sobre la funcionalidad cardíaca. En la Figura 31 se
muestra el descenso en la inhibición de adenilato ciclasa estimulada por isoproterenol en
función de la concentración del agonista muscarínico carbacol en animales entrenados.
La disminución de la inhibición máxima, sin que aparentemente se modifique la
constante de inhibición por el carbacol, sería responsable de las diferencias en el nivel de
inhibición observado en el miocardio de los animales entrenados (aproximadamente un 15%)
frente a sus respectivos controles (25%) (TABLA y).
3.2.2.6 Otras vías de control negativo del sistema
Existen otros receptores que también ejercen un control negativo de la actividad de la
adenilato ciclasa de miocardio, entre ellos los receptores A
1 de adenosina (Liang, 1992) y los
receptores de prostaglandina E2 (Lopaschuk et aL, 1989 y Lemer et aL, 1992). Con el fin de
estudiar si estas vías inhibidoras tienen un comportamiento similar al observado para los
receptores muscarínicos, se ha ensayado la actividad de la enzima estimulada por isoproterenol
en presencia de concentraciones saturantes de ciclohexiladenosina, un agonista análogo de
adenosina, y de prostaglandina E2. Como se refleja en la TABLA V, hemos medido unos niveles
de inhibición de la adenilato ciclasa, por estas dos vías inhibidoras, que son también
significativamente inferiores en los animales entrenados que en sus respectivos controles.
RESULTADOS 79
Figura 31.
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Efecto delcarbacol (CH) sobre la actividad de adenilato ciclasa de ventrículo izquierdo. La actividad
enziniática se ensaya en presencia de isoproterenol y Gil> LgM. La actividad basal de la enzima,
expresada en pmol cAMP/min/mg prol fue: 17.22±1.08 para las ratas controles (•—@) y
14.04±0.168para las entrenadas (y— y). Las diferencias que se observan en el intervalo dc
concentraciones UYS~lOA M entre los dos bloques de animales son significativas para p<O.OO5.
3.223 Proteínas G
Se ha procedido a la cuantificación de las diferentes proteínas c presentes en el
miocardio de los dos bloques de animales, control y ejercicio; para ello se han empleado
diferentes técnicas experimentales.
3.2.3.1 ADP-ribosilación por toxina pertussis
Cuando se incuban las preparaciones de fracción particulada de corazón de ratas
.1~.
6 7 6 5 4
entrenadas, y sus respectivos controles, con (a-32P) NAD en presencia de toxina de Bordetella
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3.2.3.2 ADP-ribosi]ación por toxina colérica
Una de las aproximaciones que puede ser utilizada en la cuantificación de la proteína
O, es el estudio de la ADP-ribosiiación de las subunidades u,, por toxina de l4brio cholerac.
Los estudios de ADP-ribosilación con toxina colérica, en preparados de membrana de
corazón, permiten detectar la existencia de dos sustratos mayoritarios de entre los múltiples que
son modificados covalentemente. Estos dos sustratos presentan unas masas moleculares de 42
KDa y 53 KOa. En la TABLA VI se recoge la variación en los niveles de ADP-ribosilación de
estas dos formas de a,. Estos niveles disminuyen considerablemente en miocardio de ratas
entrenadas, siendo el descenso medido de aproximadamente un 14% para cada una de las dos
formas de a~.
TABLA VI. Niveles de AOP-ribosilación catalizada por toxina colérica en membranas de
ventrículo izquierdo
CONTROL EJERCICIO
Banda (cpms~ (%) (cpm) (%)
53 KDa 193.0±4.70 100 166.9±1.04 *** 86.5±0.5
42 KDa 199.6±1.04 100 173.2±16.74~ 86.8±8.3
Los resultados se expresan como la media arúmética de los experimentos realizados ± la desviación estándar.
Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con: * PczO.OS, P<O.O1 y ~ P<O.OO5.
3.2.3.3 Niveles de a
.
Para determinar los niveles de la proteína a, en miocardio se ha empleado un anticuerpo
obtenido contra el decapéptido carboxio terminal. Este anticuerpo es capaz de reconocer en
“inmunoblots” dos proteínas diferentes, con masas moleculares de 42 lOa y53 KJ)a (Figura 33),
con lo que se confirma que los dos sustratos ADP-ribosilados en presencia de toxina colérica
en estos preparados de membrana corresponden a las dos formas de a, que se describen en la
bibliografía (Neer y Claphain, 1992).
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3.3 INFLUENCIA DEL EJERCICIO FÍSICO SOBRE EL SISTEMA ft-ADRENÉRGICO-
ADENILATO CICLASA EN HíGADO DE RATA
3.3.1 Receptores il-adrenérgicos
Se han realizado ensayos de unión de ligandos (empleando JCYP) a membranas de
hígado de los dos bloques de ratas, y a partir de los resultados obtenidos se ha determinado el
valor de la constante de disociación (Kd) y de la densidad (Bmax) de los receptores 13-
adrenérgicos. La unión del ligando a los preparados de membrana es saturable y muy específica
(20-25% de unión inespecífica, datos no mostrados).
En la Figura 36 se muestran las representaciones de Scatchard que se obtienen con los
datos de unión específica. Como se observa en la figura, las nubes de puntos obtenidas para los
dos bloques de animales se superponen en todos los experimentos que se han realizado, de
modo que al ajustarlas a una recta, no se observan diferencias nt en la densidad de receptores
ni en la constante de disociación por el antagonista de los receptores 13-adrenérgicos de
membranas de hígado de las ratas entrenadas y sus respectivos controles, datos que se reflejan
en la TABLA VII.
3.3.2 Regulación del sistema de adenilato ciclasa de hígado
3.3.2.1 Características rcauladoras generales de la vía estimuladora del sistema
Al igual que se ha hecho en miocardio de rata, se ha ensayado la actividad de adenilato
ciclasa en presencia de moduladores específicos de los diferentes componentes del sistema.
Cuando se mide la actividad basal de la enzima, en presencia de Mg2t 10 mM, no
aparecen diferencias significativas entre los dos bloques de animales, como se refleja en la
TABLA Viii. En ella se observa también como la actividad específica de adenilato ciclasa
estimulada por una concentración saturante de Mn2t, así como la actividad y la activación
promovida por una concentración 3.5x105 M de forscolina, son mayores en los animales
entrenados.
En la TABLA VIII se muestran los resultados obtenidos cuando se ensaya la actividad
de la enzima en presencia de GppNHp (10’5M) y fluoruro (IOmM); en ella se puede observar
que la actividad específica de la enzima estimulada por estos moduladores y los niveles de
activación promovidos por ellos son significativamente mayores en las ratas entrenadas.
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Representación de Scatchard para la unión específica de ICYP a membranas de hígado de ratas
controles (6—e) y entrenadas (y— y)
TABLA VII. Densidad y afinidad por ICYP de los receptores 13-adrenérgicos en membranas
de hígado de rata.
Bmax (fmo]/mg)
Kd (pM)
CONTROL
12.13±2.07
76.2±1.76
EJERCICIO
11.12±0.06
76.35±2.35
RESULTADOS
o 2
3 (pM)
Figura 36.
Los resultados se expresan como la media aritmética de los experimentos realizados ±la desviación estándar.
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También se ha ensayado la actividad de la enzima en presencia de isoproterenol y
glucagón como indicadores de la estimulación vía receptor. Los resultados obtenidos se reflejan
en la TABLA VIII, y como se puede observar se produce un aumento significativo de la
actividad y activación de la enzima tanto para una concentración subsaturante como saturante
de estos dos agonistas.
3.3.2.2 Características reeuladoras de la subunidad catalítica
Cuando se ensaya la actividad de la enzima en presencia de concentraciones crecientes
de Mn2*, catión divalente estimulador más potente de la subunidad catalítica, se obtienen las
curvas que se representan en la Figura 37. Como se puede observar, en el intervalo de
concentraciones 2.5 mM - 5 mM de Mn>~ la actividad enzimática es significativamente superior
en los preparados de membranas de hígado de los animales que han llevado a cabo ejercicio.
Como se refleja en la Figura 38, un resultado similar se obtiene cuando se mide la actividad de
la enzima en presencia de diferentes concentraciones de forscolina, puesto que para el intervalo
15-35 MM, la actividad específica de ¡a enzima es significativamente mayor (p’.tO.0O5) en el
hígado de las ratas entrenadas que en sus respectivos controles. Luego, con el ejercicio físico,
parecen aumentar los niveles y/o funcionalidad de la subunidad catalítica de adenilato ciclasa
en tejido hepático.
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Figura 37. Actividad de la adenilato ciclasa en presencia de Mn2~ en preparados de membranas de hígado de
ratas controles (6—6) y entrenadas (y— y> . Las diferencias que se observan en el intervalo de
concentraciones 2.SmM - SmM entre los dos bloques de animales son significativas para p<0.005.
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Figura 38. Actividad de la adenilato ciclasa en presencia de Mt~ (lOmM) y forscolina (FK) en preparados de
membranas de hígado de animales controles (@—@) y entrenadas (y— y). Las diferencias que
se observan en el intervalo de concentraciones 15-35 gM entre los dos bloques de animales son
significativas para pcO.OOS.
3.3.2.3 Re2ulación a través de la proteína O. independiente de receptor
También se ha medido la actividad de la adenilato ciclasa en presencia de
concentraciones crecientes de OppN?Hp y fluoruro, que son los activadores más potentes del
componente regulador estimulador; los resultados obtenidos se muestran en la Figura 39 A y
39 B respectivamente. El perfil de activación de la enzima por ambos moduladores es similar;
con el ejercicio físico se produce un aumento significativo de la activación máxima de la enzima
sin que se observen diferencias en la afinidad por estos moduladores, lo que podría estar
relacionado con un incremento en los niveles de a,,
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Activación por (ippNHp (A) y fluoruro (B) de la adenilato ciclan de hígado dc ratas controles
(6—6) y entrenadas (y— y). La actividad basal de la enzima, expresada en
pinol cAMP/min/mg prot, fue: 5.34±0.226en el bloque control y 5.49±0.44en el bloque entrenado.
Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones 5~1(t-104M de GppNHp y 5-10
mM de fluoruro ente los das grupos de animales son significativas para p <0.005.
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3.3.2.4 Re~lación por la vía estimuladora 13-adrenérifica
Cuando se mide la actividad de la enzima en preparados de membranas de hígado en
presencia de concentraciones crecientes de isoproterenol se obtienen los resultados que se
reflejan en la Figura 40. En ella sc observa un desplazamiento de la curva de activación por el
agonista hacia la izquierda a la par que se produce un aumento muy significativo en los niveles
de activación máxima de la enzima. A partir de estos perfiles se ha determinado el valor de la
constante de activación de la enzima por el isoproterenol que cae de aproximadamente 2x10’M
para el bloque de animales controles a 7xl04M para los animales entrenados.
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Activación por isoproterenol (ISO) de la adenilato ciclasa en membranas de higado. La actividad
cnz¡mAtica se determina en presencia de OiT 1O’5M. La actividad basal de la enzima, expresada en
pinol cAMP/inin/mg prot fue: 4.79±5.15para los animales controles (6—6) y 4.65±0.25para los
entrenados (y— y) . Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones l0~-l0~ M
entre los dos bloques de ratas son significativas para p<0.O0S.
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3.3.2.5 Re~ulacíón por ~luca~ón
El glucagón, al igual que los agonistas B-adrené?gicos, estimula la glucogenolisis y
gluconeogénesis hepática al elevar los niveles de cAMP intracelular producido por el sistema
de adeniiato ciclasa; pero, como ya se ha desarrollado en la introducción, su papel en el control
del metabolismo hepático es mucho más importante que el de los agonistas B-adrenérgicos. Por
este motivo se ha estudiado la funcionalidad del sistema de adenilato ciclasa estimulado por
glucagón, y los resultados obtenidos se recogen en la Figura 41. En ella se observa cómo se
produce un ligero desplazamiento de la curva de estimulación por glucagón correspondiente a
los animales entrenados hacia la izquierda, así como un aumento de la activación máxima de
la enzima. Cuando se determina el valor de la constante de activación se comprueba que
efectivamente se produce un ligero descenso de la misma (l.3x10’7M frente a lxlO7M) en el
grupo de ratas entrenadas.
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Figura 41. Activación por glucagón de la adenilato ciclasa en membranas de hígado. La actividad enzimática
se determina en presencia dc GTP 10~M. La actividad basal de la enzima, expresada en pmol
cAMP/rnin/mg pan fue: 5.04±0.32para los animales controles (—•) y 4.86±0.50para los
entrenados (y— y). Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones
5~10’8-1O~ M entre los dos bloques de ratas son significativas para p <0.005.
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3.3.2.6 Regulación flor la vía inhibidora «,-adrenérgica
Está descrito que los agonistas adrenérgicos,vía receptores a2-adrenérgicos, son capaces
de inhibir la actividad de la adenilato ciclasa ~Jardet aL, 1981).
Se ha estudiado la posible existencia de diferencias entre los dos bloques de animales
en este sistema de control negativo de la actividad de la adenilato ciclasa, y para ello se ha
determinado la actividad enzimática en presencia de concentraciones crecientes de adrenalina
y de una concentración 30 vM del 13-bloqueante propranolol. El resultado obtenido se muestra
en la Figura 42 y como se puede observar, a concentraciones elevadas de agonista (10
4-5x104M)
aparece una ligera diferencia, estadísticamente significativa, en los niveles de inhibición medidos
en los animales entrenados (20%) respecto a sus controles (15%), dato similar al reflejado en
la TABLA IX. No se aprecia una modificación de la constante de inhibición de Ja enzima por
adrenalina.
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Efecto de la adrenalina sobre la actividad de adenilato ciclasa de hígado. La actividad enzimática se
ensaya en presencia de isoproterenol y (iTP lgM. La actividad basal de la enzima, expresada en
pmol cAMP/min/mg prot fue: 15.85±0.653para las ratas controles (@—•) y 18.58±0.4para las
entrenadas (y— y). Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones
ioks~to~ M entre los dos bloques de animales son significativas para p <0.005.
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3.3.3.5 Niveles de la subunidad fi
En preparados de membrana de tejido hepático de rata se detectan dos proteínas, de
35 ¡<Da y 36 KDa de masa molecular, mediante el empleo de un anticuerpo específico anti
subunidad 13. Estas dos formas que se reconocen de la subunidad 13 son las que está descrito que
existen en hígado (Begin-Heicky Mc Farlane-Anderson, 1992).
Mediante la cuantificación de la radiactividad incorporada, en las bandas que reconoce
el anticuerpo, se ha determinado los niveles de las dos formas de la subunidad 13 en membranas
de hígado de ratas que han llevado a cabo ejercicio y de animales control. La variación de los
mismos se recoge en la Figura 47, en ella se puede observar cómo se produce un incremento
notable de Jos nive]es de la forma de 35 KDa y de la de 36 KDa en el hígado de las ratas
entrenadas, siendo este aumento de un 25% para la banda de menor peso molecular.
3.4 INFLUENCIA DEL EJERCICIO FÍSICO SOBRE EL SISTEMA Il-ADRENÉRGICO-
ADENILATO CICLASA EN TEJIDO ADIPOSO DE RATA
3.4.1 Selección del preparado de membranas
En el apartado 2.2.3. de los Materiales y Métodos se describen dos procedimientos
diferentes para la obtención del preparado de fracción particulada de tejido adiposo, el método
descrito por Belsham et aL, (1980) que supone la preparación de las membranas directamente
a partir del tejido (sin aislar previamente los adipocitos), y el método de RodbeU, (1964) que
implica el aislamiento de las células grasas y su posterior rotura para obtener la suspensión de
las membranas.
Mediante el empleo de técnicas de electroforesis en geles de poliacrilamida con fines
analíticos, Belsham et aL, (1980) han comprobado que los preparados de membranas obtenidos
por su método presentan un patrón de bandas de proteína cualitativamente similar al obtenido
en suspensiones de membranas preparadas a partir de adipocitos aislados por el método de
Rodbell (1964). No obstante, en nuestro laboratorio hemos medido y comparado en los dos
preparados los niveles de actividad y activación de la adenilato ciclasa en presencia de Mg*
(actividad basal), de GTP+isoproterenol como un índice de la funcionalidad del componente
receptor estimulador, y de GppNHp como indicador de la del componente regulador
estimulador del sistema. Los resultados de esta comparación se muestran en la TABLA X y
como se puede observar, no existen diferencias ni en la actividad, ni en la activación del sistema
enzimático a nivel de sus diferentes componentes (catalítico, regulador y receptor) entre los dos
preparados de membranas.
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Por otra parte, el rendimiento obtenido en el proceso de preparación de membranas es
mucho mayor cuando se sigue el método de Belsham que cuando se obtiene la fracción
particulada a partir de adipocitos previamente aislados.
Además, Mazancourt et aL, (1991) han descrito que en adipocitos aislados puede estar
alterada la interacción entre la subunidad a~ de O, y la subunidad catalítica de la adenilato
ciclasa como consecuencia de la digestión del tejido con la colagenasa.
La consideración conjunta de todos estos resultados nos hizo decidirnos por la
utilización del método de Belsham et aL, (1980) en todos los experimentos que se presentan en
esta memoria.
3.4.2 Receptores li-adrenérg¡cos
Se ha determinado la densidad y constante de disociación de los receptores 13-
adrenérgicos de tejido adiposo mediante ensayos de unión de ICYP a preparados de
membranas de los dos bloques de animales. E igual que sucede en corazón e h(gado, la unión
del antagonista marcado es saturable y específica (unión inespecífica inferior al 15%).
Los resultados obtenidos en estos experimentos, después de ser sometidos a una
transformación lineal se representan en la Figura 48. Como se puede observar, el punto de corte
con el eje de abcisas está desplazado hacia la derecha en los preparados de membranas de ratas
entrenadas. Este resultado indica que se produce un aumento significativo, del 26%, en el
número de sitios de unión como consecuencia de la adaptación del tejido adiposo al ejercicio
físico, tal y como se refleja en la TABLA XI.
En cuanto a la ¡Cd de los receptores 13-adrenérgicos, de la observación de la Figura 48
se puede afirmar que, puesto que no varia la pendiente de las representaciones de Scatchard
de los dos bloques de estudio, ésta no sufre modificación en los animales que han llevado a
cabo ejercicio como se muestra en la TABLA XI.
3.4.3 Regulación del sistema de adenilato ciclasa
3.4.3.1 Características reEuladoras 2enerales de la vía estimuladora del sistema
Se ha ensayado la actividad de la adenilato ciclasa, al igual que ya se ha descrito en
corazón e hígado, en presencia de ~ (actividad basal), Mn2~ y Mg2~/forscolina, para
determinar si la actividad del componente catalítico del sistema varia como respuesta de los
procesos adaptativos del tejido adiposo al ejercicio.
Cuando se mide la actividad enzimática en presencia de concentraciones saturantes de
o Mn2~ los resultados obtenidos, como se refleja en la TABLA XII, son similares. Con
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Representación de Scatchard para la unión específica de ICYP a membranas de tejido adiposo de
ratas controles (•—@) y entrenadas ( y— y)
TAPIA Xl. Densidad y afinidad por ICYP de los receptores 8-adrenérgicos en membranas de
tejido adiposo de rata.
CONTROL EJERCICIO
Bmaix (fmol/mg)
Kd (pM)
117.66±5.76
17.02±3.45
147.85±1.15 ***
(125.66±0.97%)
18.47±3.73
Los resultados se expresan como la media aritmética de los experimentos realizados ±la desviación estándar. Los
valores que se presentan entre paréntesis corresponden a los porcentajes de variación con respecto a los controles.
Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con: P<O.05, P<O.01 y PcO.OO5.
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Figura 48.
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ambos cationes divalentes la actividad enzimática es significativamente mayor en las membranas
de los animales entrenados que en sus respectivos controles (un 28% mayor con Mg2~ y un 26%
mayor con Mn24). En la TABLA XII también se muestran los resultados obtenidos al
ensayar la actividad de adenilato ciclasa en presencia de concentraciones saturantes (35 ¡tM)
y subsaturantes (10 pM) de forscolina. Como se puede observar, la actividad específica es
significativamente mayor, con ambas concentraciones de forscolina, en los animales que han
llevado a cabo ejercicio físico, aunque la estimulación de la actividad basal (Mg2~) promovida
por el diterpeno es similar (de unas ocho veces) para los dos bloques de ratas. Resultados, que
en su conjunto apuntan hacia una posible elevación de los niveles y/o funcionalidad de la
subunidad catalítica con el ejercicio.
Los resultados obtenidos al ensayar la actividad enzimática en presencia de GppNl-Ip
y fluoruro, moduladores de la subunidad reguladora estimuladora, se presentan en la TABLA
XII y como se puede observar, tanto para concentraciones saturantes como subsaturantes de
ellos la actividad específica medida es significativamente mayor en los animales entrenados que
en sus controles, mientras que los niveles de activación determinados son similares en ambos
grupos de animales. Por tanto, Las diferencias observadas en la actividad enzimática de la
enzima estimulada por estos tres moduladores son debidas, posiblemente de modo exclusivo,
a la diferente funcionalidad de la subunidad catalítica y no a una modificación de la del
componente regulador estimulador con el ejercicio físico.
En la TABLA XII se muestran los resultados obtenidos al ensayar la actividad de la
enzíma en presencia de una concentración subsaturante (3xíff’M) y otra saturante (10’M) de
isoproterenol; y si bien no existen diferencias en los niveles de activación sobre Mg2~ + GTP,
entre los dos grupos de animales, para la concentración más alta de agonista, para la menor se
observa un nivel de activación significativamente mayor (161±4.76%frente a 150.8±1.62%)en
las ratas entrenadas. Este resultado, parece dar cuenta de una posible modificación en la
constante de activación de la enzima por el isoproterenol.
3.4.3.2 Regulación por la vía estimuladora B-adrenérgica
Para intentar verificar si los resultados que se reflejan en la TABLA XII, cuando se
estimula la adenilato ciclasa con dos concentraciones de isoproterenol, se determinó la actividad
enzimática en presencia de concentraciones crecientes del agonista 13-adrenérgico. Los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 49 y como se puede observar, en las ratas
entrenadas se produce un desplazamiento significativo dela curva hacia la izquierda, sin que
se modifique la activación máxima.
Estos datos indican que, efectivamente, con el ejercicio físico disminuye la constante de
activación de la enzima por el isoproterenol de 5x1O7M a 2.5x10~7M.
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Figura 49. Activación por isoproterenol de la adenilato ciclasa en membranas de tejido adiposo. La actividad
enzimática se determina en presencia de GTP 105M. La actividad basal de la enzima, apresada en
pmol cAMP/min/mg prot fue:8.45±0.325para tos animales controles (@—@) y 9.65±0.65para los
entrenados ( V <1 . Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones
3~10~-l05 Nf entre los dos bloques de animales son significativas para p <0.005.
3.4.3.3 Reeulación por la vía inhibidora A, de adenosina
Está claramente demostrado el importante papel que la adenosina ejerce en la
regulación de la lipolisis en tejido adiposo de ratas y humanos (Kather a aL, 1985 y Oreen y
Johnson, 1991). Este efecto regulador lo ejerce el nucleosido, vía receptores específicos A
1,
inhibiendo la actividad de adenilato ciclasa.
Cuando se ensaya la actividad de adenilato ciclasa estimulada por isoproterenol en
presencia de concentraciones crecientes del análogo de adenosina ciclohexiladenosina, y de
5 U/ml de adenosina desaminasa, se obtienen los perfiles de inhibición que se representan en
la Figura 50 en los que no se aprecian diferencias significativas entre los dos bloques de
animales, como se señala en la TABLA XIII.
Estos resultados parecen indicar que como consecuencia de la adaptación al ejercicio
físico no se ve significativamente afectada esta vía de control negativo de la adenilato ciclasa.
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1
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Figura 50. Efecto de la ciclohexiladenosina (CHA) sobre la actividad de adenilato ciclasa de tejido adiposo. La
actividad enzimática se ensaya en presencia de isoproterenol y GTP lgM. ta actividad basal de la
enzima expresada en pmol cAMP/min/mg prot fue: 8.23±0214para las ratas controles (e--e) y
9.014 ±0-49para las entrenadas ( v y)
3.4.4 Proteínas G
3.4.4.1 ADP-ribosilación por toxina nertussis
En los experimentos de ADP-ribosilación catalizada por toxina pertussis que se han
realizado en membranas de tejido adiposo de los dos grupos de animales, se han detectado en
los autorradiogramas dos sustratos de modificación covalente marcados radiactivamente,
correspondientes al menos a dos proteínas de masas moleculares 40 KDa y 41 KDa.
Los resultados obtenidos se representan en la Figura 51. En ellas se observa que se
produce un descenso del 16-18%, estadísticamente muy significativo (pc 0.005), en los niveles
de ADP-ribosilación para las dos bandas en los animales entrenados.
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3.4.4.4 Niveles de a
Se ha descrito la existencia en membrana plasmática de tejido adiposo de las tres formas
de a, (a~, a~ y «~) (Creen et aL, 1990).
Al igual que en los otros dos tejidos objeto de este estudio se han empleado anticuerpos
anti «,~, a,12 y «a, que han permitido detectar y cuantificar los niveles de las diferentes formas
de a, en preparados de fracción particulada de tejido adiposo de los dos bloques de animales.
Los resultados obtenidos se representan en la Figura 54. En la parte A de la figura se puede
observar como el anticuerpo anti a~, es capaz de reconocer una sóla banda de proteína, en las
membranas de nitrocelulosa, de 41 KDa de masa molecular, que corresponde a la forma a,,. En
los animales que han llevado a cabo ejercicio físico los niveles de esta proteína son
significativamente mayores (67%) que en sus respectivos controles.
Cuando las membranas de nitrocelulosa se incuban con el anticuerpo antí «i1.2~ se
detectan dos bandas de 40 KOa y 41 ¡(Da de masa molecular, que corresponderían a las formas
a~ y a,,. En la parte E de la Figura 54 se observa como los niveles de estas dos proteínas varían
en sentido inverso en los animales entrenados. Así, para la banda de 40 ¡(Da, correspondiente
a a,~, se han medido un descenso del 30% con respecto a los controles, mientras que para la de
41 ¡(Da (a1) se detecta un incremento significativo (un 30%) respecto a los controles, aunque
inferior al determinado con el anticuerpo anti a,~.
Por último, en la parte C de la Figura 54 se presentan los resultados obtenidos cuando
se emplea el anticuerpo anti a~. Este es capaz de reconocer una sóla banda de 41 ¡(Da de masa
molecular (aa). Mediante la cuantificación de la radiactividad incorporada en la banda se ha
detectado un aumento del 30% de los niveles de esta proteína en los preparados de membrana
obtenidos a partir de los animales que han corrido sobre el tapiz.
3.4.4.5 Niveles de la subunidad 8
En la Figura 55 se puede observar cómo el anticuerpo empleado en este estudio es
capaz de reconocer las dos formas de la subunidad ¡3 de 35 ¡(Da y 36 KDa de masa molecular
que posee el tejido adiposo, según está descrito en la bibliografía (Begin-Heick y Mc Farlane-
Anderson, 1992).
Los niveles determinados para estas dos formas de la subunidad ¡3 se representan en la
Figura 55 y como se puede observar, tanto para la forma de 35 KDa como para la de 36 ¡(Da
se produce, con el ejercicio, un incremento estadísticamente significativo (p<O.OOS) en sus
niveles, siendo este incremento de mayor intensidad para la forma de alta masa molecular (33%
respecto al control) que para la de 35 KDa (14% respecto al control).
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4.1 MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL
4.1.1 Programa de entrenamiento físico
El objetivo general de este trabajo era estudiar los procesos adaptativos que tienen lugar
en el sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa de corazón, hígado y tejido adiposo como
consecuencia de la práctica deportiva regular, en concreto se ha elegido el entrenamiento de
resistencia por carrera sobre tapiz rodante como ejemplo claro de ejercicio dinámico y aeróbico.
El programa de entrenamiento se ha diseñado de acuerdo con los datos previos descritos en la
bibliografía y los animales se adaptan a él con facilidad. El protocolo utilizado se puede
considerar como típico de un entrenamiento de resistencia equivalente al que realizaría un
atleta humano de carreras de resistencia, por ejemplo un maratoniano que en situación de
carrera está aproximadamente a un 80% de su capacidad aeróbica máxima.
Otros autores han empleado como modelo de entrenamiento de resistencia la natación
(Dawson y Hon’aíh, 1970), sin embargo se ha desechado este tipo de ejercicio puesto que
presenta una serie de inconvenientes; resulta difícil controlar el grado de ejercicio que realiza
cada animal, pueden darse problemas de hipotermias por lo que hay que secar a los animales
después de cada sesión, y el tiempo empleado en estos programas de ejercicio físico es mucho
más elevado que el empleado en entrenamientos realizados sobre un tapiz rodante (Wllhiams
el aL, 1984; Hansen y Rupp, 1991 y Russell el aL, 1987).
Por otra parte, otros autores han empleado como modelo de entrenamiento la carrera
espontánea sobre ruedas móviles (Suzuki el aL, 1979 y Russell el aL, 1987); sin embargo, con
este tipo de entrenamiento también resulta difícil de controlar el grado de ejercicio que realiza
cada animal, puesto que las ratas no corren continuamente sino que realizan series de ‘tsprint”
que alternan con períodos de descanso.
4.1.2 Efecto del ejercicio físico sobre el peso del animal y de los diferentes árganos objeto de
estudio
En este estudio se ha observado que en el momento del sacrificio el peso corporal medio
de los animales entrenados era menor que el de los controles sedentarios. Se han descrito
resultados similares en ratas entrenadas por carrera sobre tapiz rodante por l+Tlliams el aL,
(1984a y 1984/4; Sy/vestre-Gewais, (1982) y Flotar/e et aL, (199/, /992 y 1993).
En humanos también se ha demostrado que el ejercicio físico aeróbico, dependiendo
de la intensidad y duración, provoca una disminución en la masa corporal, y este descenso
generalmente se debe a una reducción en la masa de grasa del individuo (Ballory Keesey 1991).
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En el modelo animal experimental empleado en el presente estudio se observa un
descenso significativo de la masa de tejido adiposo con respecto a los controles sedentarios.
Bukowiecki el aL, <1980) y Lavoje el aL, (1993) han obtenido resultados similares en ratas
entrenadas por natación y han observado que la pérdida de masa grasa es fundamentalmente
debida a un descenso en el contenido de triglicéridos de los adipocitos que disminuyen de
diámetro y no a una pérdida en el número de adipocitos. Crampes elaL, (1986) han observado
también que el tamaño de los adipocitos es significativamente menor en corredores de maratón
que en individuos sedentarios.
En deportistas se ha observado en atletas un moderado crecimiento en el tamaño del
corazón en respuesta al ejercicio físico intenso y regular, dando lugar al denominado ‘corazón
de atleta”. Se considera, en general, que esta hipertrofia cardíaca de origen fisiológico supone
un mecanismo adaptativo fundamental del músculo cardíaco a la sobrecarga. a que se ve
sometido con la práctica deportiva (Bugaiskyy Zak 1986; Blomqvisly Sallin, 1983). El volumen
del ventrículo izquierdo es aproximadamente un 33% mayor en atletas que en individuos
sedentarios según han determinado Peronnel et aL, <1981) mediante ecocardiografías. El grado
de hipertrofia alcanzado está directamente correlacionado con la intensidad, duración, tipo de
ejercicio y sexo de los individuos (Blomqvlsíy Sa/rin, 1983). En la mayor parte de los estudios
publicados sobre adaptación al ejercicio físico se han empleado las ratas como modelo animal,
y en todos aquellos estudios en los que estos animales se entrenan por carrera sobre tapiz
rodante no se observa una hipertrofiacardíaca significativa (Gleeson elaL,1983;Sylveslre-Gervais
etat, 1982; Plourde eraL, 1991; Baldwin el aL, J977~ Fullery Nulte~ 1981 y Schaible etat, 1981),
aunque en general en estos estudios, al igual que en el presente, la relación peso del
corazón/peso corporal (índice cardíaco) aumenta debido a que disminuye el peso corporal. Sin
embargo, sí se ha observado un aumento neto en la masa cardíaca y un incremento, por tanto,
del índice cardíaco en ratas <Schaible y Scheuer, 1981 y W21&nu el al, 1984b) y gatos (Wyatt er
aL, 1978) entrenados por natación, así como en perros (Carew y Covel4 1978 y Bamard el al,
1980) y caballos <Steel el aL, 1977) entrenados por carrera.
4.2 ADAPTACIÓN DEL SISTEMA B-ADRENÉRGICO-ADENILATO CICLASA DE
MIOCARDIO DE RATA AL EJERCICIO FÍSICO
El ejercicio físico de resistencia realizado regularmente conileva una serie de
adaptaciones cardiovasculares. Así se ha observada bradicardia en la situación de reposo en la
mayoría de las especies estudiadas (T¡~ton, 1965 en ratas; Frick a al, 1967 y Huston el al, 1985
en atletas y Ordway el al, 1982 en perros), y un descenso del ritmo cardiaco para una situación
de ejercicio físico de una intensidad determinada (Frick el aL, 1967; Sigvardson el aL, 1976 y
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Cousineau el aL, 1977). Por otra parte, también se ha observado que los niveles de
catecolaminas en plasma en humanos que practican deportes de resistencia (como es el caso de
nuestro modelo animal) disminuyen ligeramente o no varían cuando los individuos están en
reposo (Ma/cf el aL, 1990) y el incremento en los niveles de catecolaminas plasmáticas durante
el ejercicio parece depender en mayor medida de la intensidad relativa (% yO, max.) que de
la intensidad absoluta del ejercicio (Svedenhag, 1985). Dado que la bradicardia observada en
atletas en reposo no se puede explicar en términos de una variación en Los niveles de
catecolaminas plasmáticas en estos individuos, una explicación alternativa podría implicar una
desensibilización o “down-regulation” de los receptores B-adrenérgicos cardíacos en respuesta
al aumento en el tono nervioso simpático que acompaña a la práctica deportiva. Aunque en
este estudio no se ha medido el ritmo cardíaco, dado que no era uno de los objetivos marcados,
los datos de la bibliografía sugieren que nuestro protocolo de entrenamiento sería de una
intensidad y duración suficiente como para producir una bradicardia, puesto que como describe
T¡~ron, <1965) un programa en el que las ratas se entrenan gradualmente hasta que corran de
4 a 6 veces por semana, de 60 a 90 minutos a una velocidad de 27 a 40 m/min, produce
bradicardia aproximadamente 40 días después de comenzar el entrenamiento.
4.2.1 Receptores ft-adrenérgicos
En el modelo animal objeto de estudio se observa, como se ha descrito en el capítulo
de resultados, un descenso significativo en la densidad de receptores ¡3-adrenérgicos en
miocardio de ratas entrenadas sin que la constante de disociación del receptor por el
antagonista ICYP se vea afectada. El descenso observado en el presente estudio en la densidad
de receptores 8-adrenérgicos de miocardio de ratas entrenadas, podría dar cuenta de las
adaptaciones cardiovasculares al ejercicio físico descritas en atletas y animales experimentales
y que se han relacionado anteriormente.
Los resultados obtenidos por otros autores en cuanto al efecto del ejercicio físico sobre
la densidad de receptores 13-adrenérgicos de ventrículo izquierdo son contradictorios. En algunos
estudios no se han observado variaciones significativas en el número de receptores entre
animales sedentarios y entrenados Hammond el aL, (1987) en ventrículo de minicerdos de la
variedad Yucatán, Moore el aL, (¡982), Sca¡pace el aL, (1992) y Bdhm el aL, (¡993) en ratas
sometidas a un programa de entrenamiento físico por carrera o Williams (1980) y Wllliams el
aL, (1984b) en ratas que siguen un protocolo de entrenamiento de resistencia por natación.
En otros estudios se ha observado un descenso significativo en el número de receptores
13-adrenérgicos de miocardio de animales entrenados; así, empleando como ligando marcado
el ICYP, Werle el aL, <1989) han demostrado que en ratas que siguen un programa de natación
tanto el ejercicio crónico como el agudo producen una “down-regulation” de los receptores 13-
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adrenérgicos, Hammond el aL, (1987) han descrito que como consecuencia de la adaptación a
un ejercicio dinámico, por carrera, se produce un descenso en el número de estos receptores
en la aurícula derecha de minicerdos, y Sylvestre-Gervais el aL, (1982) así como Plourde el aL,
(1991) han observado un descenso, del 21 y el 13% respectivamente, en la densidad de
receptores 13-adrenérgicos de miocardio de ratas sometidas a programas de entrenamiento por
carrera sobre tapiz rodante.
Una posible explicación a la divergencia existente entre los resultados del presente
estudio y los obtenidos por Moore el aL, (1982), WWiams, (1980) y Williams el aL, (1984 b) se
centra en el tipo de ligando empleado; en nuestro trabajo se ha empleado el
[‘~I] iodocianopindolol mientras que en estos otros estudios se ha empleado
CHI dihidroalprenolol como ligando marcado; éste tiene una afinidad cuarenta veces menor y
una actividad específica cincuenta veces menor que el ICYP (Engel el aL, 1981). Otras posibles
explicaciones a las diferencias observadas entre nuestros datos y los de otros autores podrían
radicar en el tipo de animal, por ejemplo Hammond el aL, (1987) utilizaron minicerdos de la
variedad Yucatán en vez de ratas, en el tipo de programa de entrenamiento empleado, natación
frente a carrera (Wiltiams, 1980 y Williams el aL, 1984b), y en la intensidad del ejercicio físico
desarrollado, puesto que tanto en el protocolo seguido por Bóhm el aL, (1993) como en el
seguido por Scarpace el aL, (¡992) la intensidad del ejercicio era considerablemente menor.
Con independencia de la existencia o no de variaciones en la densidad de receptores ¡3-
adrenérgicos como consecuencia de la práctica deportiva, en ningún estudio, al igual que sucede
en el presente, se han descrito diferencias en la constante de disociación de estos receptores por
los diferentes antagonistas empleados en miocardio de animales entrenados con respecto a sus
controles sedentarios.
En humanos no existen datos sobre la densidad de receptores B-adrenérgicos de
miocardio en atletas, puesto que por razones obvias no se dispone de muestras biológicas para
efectuar la medida. No obstante, se ha empleado como índice de variación en miocardio la que
experimentan los receptores Il-adrenérgicos en linfocitos (Brodtle el aL, 1986 yAaronsy Mollnoff
¡982) lo que resulta muy controvertido. Los datos obtenidos por diferentes autores son
contradictorios; así Buller el aL, (1983) observaron un aumento en la densidad de receptores ¡3-
adrenérgicos de linfocitos humanos en muestras de sangre tomadas inmediatamente después
de un pulso de ejercicio y estos mismos autores previamente (Buller el aL, 1982) describen un
descenso en la densidad tras un programa de dos meses de ejercicio. Los resultados de ambos
estudios les permitió sugerir que la densidad de receptores B-adrenérgicos en linfocitos está
inversamente correlacionada con el grado de forma física de los atletas. Ohman el aL, (1987)
también han medido en linfocitos un descenso significativo en el número de receptores con el
ejercicio y han sugerido que la variación en la densidad de receptores ¡3-adrenérgicos es un
componente importante en la adaptación al ejercicio físico. Sin embargo estos resultados
contrastan con los de *711/oms el aL, (1981) que no observaron variación alguna y con el
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incremento observado por Lehinan el aL, (1984), Ma/cf et aL, (1987) y MaI4 (1989) en la
densidad de receptores ¡3-adrenérgicos de linfocitos de atletas con entrenamiento de resistencia.
También existe una gran cantidad de bibliografía que describe la existencia de un
descenso en la densidad de receptores B-adrenérgicos de miocardio de humanos y animales
experimentales en diferentes procesos patológicos, como fallo cardíaco (Valner et aL, 1984;
Chevalier y Swynghedauw, 1990; Brodde, 1991; Feldnw.n, 1991 y Homcy 1991), hipertrofia
cardíaca secundaria a una sobrecarga de volumen (Hammond a aL, 1992) o de presión (Scholz
et aL, 1990; Bouani a aL, 1991 y Nieto el aL, 1993) y diabetes (Savarese et aL, 1979 y Aíkins et
aL, 1985). Por otra parte Vainerel aL, (1984) han encontrado un incremento en la densidad de
estos receptores en miocardio de ventrículo izquierdo de perros con hipertrofia cardíaca
secundaria a una sobrecarga de presión, aunque no está claro si las diferencias entre los
diversos estudios son debidas al empleo de distintas especies, modelo animal experimental o al
grado de hipertrofia alcanzado.
4.2.2 Regulación del sistema de adenilato detasa
4.2.2.1 Características reeuladoras de la subunidad catalítica
En el presente estudio no se ha observado una variación significativa en la actividad
basal de adenilato ciclasa, medida en presencia de Mg2t 10 mM, en miocardio de ratas
entrenadas, pero sí un descenso cuando se ensaya la actividad enzimática en presencia de Mn2t
o Mg2t/forscolina. El Mn2t es un conocido desacoplante de la interacción entre la subunidad
catalítica y las proteínas O, y por tanto en estas condiciones de ensayo se mide la actividad de
la subunidad catalítica (Limbird elaL, 1979y Czech el aL, 1980). La forscolina, un diterpeno con
propiedades inotrópicas y antihipertensivas (Lindner el aL, 1978), aislado de Coleus forskohlii,
activa la adenilato ciclasa en diferentes tejidos (Seamon y Da/y, 1981) interaccionando con el
complejo formado por la subunidad catalítica y la proteína a. para estimular al máximo la
producción de cAMP aunque es capaz de actuar directamente sobre la subunidad catalítica
aislada (J-Jubbard el aL, 1991).
Los resultados obtenidos en este estudio, considerados conjuntamente, parecen indicar
que como consecuencia de la adaptación del sistema de adenilato ciclasa al ejercicio físico de
resistencia, intenso y regular, se produce un descenso considerable en la eficacia catalítica de
la enzima, que puede deberse a una modificación aparente de los niveles y/o funcionalidad de
la subunidad catalítica de adenilato ciclasa en estas condiciones. En este proceso de
desensibilización puede tener un papel importante la fosforilación de la subunidad catalítica por
proteína quinasa A (Premoní el al, 1992b). Por otra parte, una modificación en la composición
de fosfolípidos de la membrana plasmática podría dar cuenta de la variación observada en la
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actividad de la subunidad catalítica, a este respecto existe un estudio en el que se ha observado
una modificación tanto del porcentaje como de la composición en fosfolípidos en membranas
de miocardio de ratas entrenadas sobre un tapiz rodante (Tibbits el aL, 1981). Otra razón que
por si sóla, o junto a las anteriores, podría explicar el descenso en la actividad de la subunidad
catalítica observado en presencia de forscolina es el incremento en los niveles de a,~ de los
animales entrenados tal y como se ha propuesto por otros autores en diferentes modelos de
patologías cardíacas como Haminonó el aL, (1992) en minicerdos con hipertrofia cardíaca
secundaria a una sobrecarga de volumen, oAnand-Srivaslava (1992) en ratas espontáneamente
hipertensas.
Existen otros estudios, en la bibliografía, en los que tampoco se han observado
variaciones significativas en la actividad basal de la enzima en miocardio de animales que han
seguido diferentes protocolos de entrenamiento, como los realizados en ratas con ejercicio por
carrera por Plourde el aL, (1991) y Moore el aL, (1982) o en gatos con entrenamiento de
resistencia por natación por Wyatl el aL, (1978), y tan solo Dóhm el aL, (1976) han encontrado
un descenso significativo en la actividad de adenilato ciclasa en presencia de Mg2~ 10 mM. Por
otra parte, no existe ningún estudio en el que se haya medido la posible variación en la
actividad de la subunidad catalítica en presencia de Mn2 o forseolina, estimuladores más
potentes que pueden amplificar pequeñas diferencias no significativas debido a los bajos niveles
de actividad obtenidos cuando se ensaya la enzima únicamente en presencia de Mg2~.
4.2.2.2 Características reí!uladoras de la proteína O
En este estudio también hemos observado un descenso en la Vniax de la enzima
estimulada por moduladores (GppNHp y fluoruro) que actúan a través del componente
regulador estimulador en el miocardio de los animales entrenados, sin que se afecte la constante
de activación de la adenilato ciclasa. Hay que señalar que si bien tanto el fluoruro como los
nucleótidos de guanina activan la adenilato ciclasa y son considerados moduladores típicos de
O,, la forma en que lo hacen es diferente puesto que el fluoruro parece que no provoca la
disociación del heterotrímero O. y permite enmascarar la contribución de la vía inhibidora a
la actividad enzimática (LevitzI4 1987). Por el contrario, cuando ensayamos la actividad de
adenilato ciclasa en presencia de nucleótidos de guanina, éstos están activando tanto O, como
o, y estamos mididendo un balance de las actividades de estas dos proteínas O. Este balance
varía con la concentración de nucleótidos de guanina presentes en el ensayo, y en el intervalo
de concentraciones empleado en el presente estudio se puede considerar que la contribución
de O~ a la actividad enzimática medida es mínima.
Los resultados obtenidos parecen indicar que la proteína O, podría alterarse como
consecuencia de la adaptación del miocardio al ejercicio físico bien porque varíen sus niveles
y/o porque varíe su funcionalidad. En este sentido, nosotros hemos medido un descenso en los
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niveles de ADP-ribosilación por toxina colérica y en los niveles de a~ detectados por
“inmunoblotting” en miocardio de ratas que han realizado ejercicio físico y este descenso en los
niveles de ct, bien podría dar cuenta del descenso observado en la actividad de la adenilato
ciclasa.
En ninguno de los tres estudios (00km el aL, 1976; l’Ij’aa el aL, 1978 y Plourd.e el aL,
1991) en los que se ha medido la actividad de adenilato ciclasa en presencia de una sola
concentración, saturante, de fluoruro se ha descrito un resultado similar al nuestro, pues no
observan variación alguna en la estimulación de la enzima en los animales entrenados. Estas
diferencias entre nuestros resultados y los de otros autores, en principio, sólo son atribuibles
al empleo de diferentes especies (por ejempio, Wyan’ el aL, <1978) realizaron su estudio con
gatos) o en el protocolo de entrenamiento seguido (por ejemplo, 05km el aL, (1976) y Plourde
el aL, (199)) siguieron, en ratas, un protocolo menos intenso y duradero en el tiempo al
empleado en el presente estudio).
4.2.2.3 Regulación por la vía estimuladora 13-adrenérgica
A diferencia de lo que ocurre para los moduladores del sistema adenilato ciclasa
discutidos hasta ahora, cuando estudiamos la respuesta de la enzima a diferentes
concentraciones de isoproterenol (agonista 8-adrenérgico) observamos un desplazamiento hacia
la derecha de la curva de dosis-respuesta de los animales entrenados. Este resultado indica que
la funcionalidad del componente receptor no se ve afectada significativamente en su respuesta
máxima, a pesar del descenso medido en la densidad de receptores ¡3-adrenérgicos, pero sí que
se produce un aumento en la constante de activación de] componente receptor por el agonista.
Resultados como éste han sido obtenidos por otros autores cuando se ensaya la activación
enzimática por un agonista en presencia de un antagonista competitivo o después de una
pérdida de receptores si el tejido posee “spare receptors” (Brislow el aL, 1985). Esta última
explicación parece la más probable por varios motivos; en primer lugar porque según describe
Brodele, (¡991) existe un número importante de receptores ¡3-adrenérgicos ~spare»en miocardio
de rata, y en segundo lugar porque, según nuestros datos de unión de ligando, disminuye la
densidad de los receptores ¡3-adrenérgicos en el tejido cardíaco de los animales entrenados.
Otra posible interpretación de los resultados obtenidos podría implicar que con el
ejercicio físico disminuyese la afinidad de los receptores ¡3-adrenérgicos por el agonista (Michel
et aL, 1985), a pesar de la ausencia de variaciones en la constante de disociación del receptor
por el antagonista ICYP. Así, Plaurde el aL, (1991) han descrito en ratas entrenadas por carrera
un descenso del 16% en el número de receptores en el estado de alta afinidad (que refleja el
acoplamiento receptor-O.) sin que se afecte el de receptores en el estado de baja afinidad, y a
ello atribuyen el descenso que observan en la respuesta de adenilato ciclasa a isoproterenol.
Además, postulan que un descenso en los niveles de O~ pádría dar cuenta del descenso en el
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número de receptores en el estado de alta afinidad, aunque no han determinado los niveles de
O, en miocardio de su modelo animal. En el presente estudio sí hemos observado un descenso
en los niveles de O, medidos por ADP-ribosilación y por inmunodetección, lo que también
podría dar cuenta de las variaciones mencionadas en la estimulación ¡3-adrenérgica de adenilato
ciclasa.
En otros estudios, los resultados obtenidos en cuanto a la activación de adenilato ciclasa
por agonistas ¡3-adrenérgicos son controvertidos. Moore a aL, (1982) no observaron variación
alguna, Dóhm etaL, (1976) detectaron un descenso en la estimulación máxima de la enzima por
adrenalina y Wyalt elaL, (¡978) y BOhm el aL, (1993) encontraron un incremento en la respuesta
de adenilato ciclasa. Esta disparidad de resultados sólo se puede explicar, una vez más, por
diferencias en las especies, sexo de los animales empleados o por diferencias en el protocolo de
entrenamiento seguido (Ploarde el aL, 1991). Además, en todos los estudios con los que hemos
comparado nuestros datos se ha medido la actividad de ciclasa a una sóla concentración de
agonista y por lo tanto no aportan información sobre la posible variación en la constante de
activación del receptor por el agonista.
4.2.2.4 Regulación ne2ativa del sistema
También hemos observado un descenso en los niveles de inhibición de la actividad de
adenilato ciclasa promovidos por concentraciones saturantes de agonistas de diferentes
receptores acoplados negativamente al sistema (receptores muscarínicos colinérgicos,receptores
A1 de adenosina y receptores de prostaglandina E2). Estos resultados permiten aseverar que
probablemente todas las vías de control negativo de la actividad de adenilato ciclasa de
miocardio sufran un proceso adaptativo similar con la práctica del ejercicio físico de resistencia,
aunque debido al efecto antiadrenérgico de estas vías cabría esperar, en principio, que se
produjese una sensibilización de las mismas para proteger al corazón de la snbreestimulación
simpática que acompaña al ejercicio físico.
Una posible explicación a los resultados obtenidos podría ser que con este proceso
adaptativo se produce una desensibilización heteróloga de las vías antiadrenérgicas del sistema
de adenilato ciclasa. Si bien este proceso de desensibilización podría producir un descenso en
la densidad de los receptores inhibidores, parece poco probable que la densidad de todos ellos
varíe en el mismo sentido con el ejercicio físico, Hammond el aL, (1987,> y RO/mi el aL, (1993)
no han encontrado variaciones en la densidad de receptores muscarínicos de miocardio de
minicerdos y ratas entrenadas respectivamente, si bien no han medido la inhibición de adenilato
ciclasa mediada por estos receptores.
Este proceso de desensibilización de las vías de control negativo del sistema podría
afectar a otros componentes del mismo de forma que se produjese un descenso en el
acoplamiento de los receptores inhibidores con la proteína G~ (debido a una disminución en los
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nivelesy/o funcionalidad de la proteína O,; sin embargo, por inmunodetección hemos observado
un aumento en los niveles de a~. Este resultado sólo se puede compatibilizar con el descenso
en la inhibición de adenilato ciclasa si el incremento en los niveles de a a va acompañado de un
descenso paralelo en la funcionalidad de la proteína O,. En apoyo de esta posibilidad se
encontraría el descenso, observado en el presente estudio, en los niveles de ADP-ribosilación
catalizada por toxina pertussis en membranas de miocardio de animales entrenados puesto que,
según Fleming et aL, <1992), sólo la fracción de proteínas O que se modifica covalentemente
por esta toxina, del total de proteínas O ADP-ribosilables por ella y presentes en la célula, se
corresponder con las proteínas O funcionales. No obstante, parece que sólo una pequeña
porción de O, podría ser suficiente para acoplar los receptores inhibidores a adenilato ciclasa,
y que variaciones en los niveles de O, no condicionarían el grado de inhibición de la enzima.
Así,BOhm elaL, (1990) encontraron en miocardio de humanos con fallo cardíaco un incremento
en los niveles de O medidos por inmunodetección sin que variase la densidad de los receptores
muscarínicos y de adenosina, ni la inhibición de ciclasa promovida por ellos, y explicaron estos
resultados en función de unos niveles de O, mucho mayores (0.1% de las proteínas de
membrana) que los de receptores de adenosina y muscarínicos (0.00001% de las proteínas de
membrana).
4.2.3 Proteínas G
4.2.3.1 Niveles de O
.
En este estudio se han empleado dos aproximaciones diferentes para cuantificar los
niveles de O,, la ADP-ribosilación catalizada por toxina de Vibrio cholerae y la inmunodetección
empleando un anticuerpo obtenido específicamente contra el decapéptido carboxio-terminal
de a,. Mediante estas dos técnicas hemos detectado que se produce un descenso en sus niveles
que afecta con igual intensidad a la forma de alta y baja masa molecular.
Estos datos apoyan, como se ha discutido anteriormente, los resultados que hemos
obtenido al estudiar la vía estimuladora del sistema de adenilato ciclasa y explicarían también
el descenso observado por Plourde et aL, (1991) en el porcentaje de receptores I3-adrenérgicos
que se encuentran en el estado de alta afinidad. Sin embargo, el único estudio previo en el que
se han medido, mediante ELISA, los niveles de a, en miocardio de minicerdos entrenados
refleja unos resultados contrarios a los nuestros (Hammond et aL, 1988), que se justifican
proponiendo que el aumento en los niveles de O. sería un mecanismo de compensación del
descenso que detectan en la densidad de receptores B-adrenérgicos de miocardio de animales
entrenados. En nuestro modelo, sin embargo, el descenso en los niveles de O, forma parte del
DISCUSIÓN 126
proceso de desensibilización que afecta a todos los componentes de la vía estimuladora del
sistema de adenilato ciclasa.
La divergencia entre nuestros resultados y los de Hammond el aL, (1988) parece poco
probable que pueda deberse al empleo de técnicas diferentes de detección de «~ (dada la
elevada sensibilidad del ELISA y del “inmunoblotting”) o al empleo de anticuerpos anti «~ con
diferente procedencia, y en todo caso podría deberse al empleo de diferentes modelos animales
y diferentes protocolos de entrenamiento. Por otra parte, Hammond et aL, (1988) emplearon
un número muy limitado de animales (sólo tres machos y dos hembras) y las muestras control
fueron obtenidas a partir de biopsias de los mismos animales antes de iniciar el programa de
ejercicio físico; este hecho implica que, para la extracción de las muestras, los animales fueron
sometidos a una traqueotomía y un postoperatorio en el que fueron tratados con diferentes
fármacos lo que podría haber afectado a los niveles de O. cuantificados en su estudio.
4.2.3.2 Proteínas O
,
Al igual que con las proteínas Q, hemos empleado dos aproximaciones diferentes para
cuantificar los niveles de proteínas G~ en miocardio de los dos bloques de animales
experimentales empleados en este estudio, la ADP-ribosilación catalizada por toxina de
Bat-deleita pertussis y la inmunodetección empleando anticuemos específicos obtenidos frente a
las tres formas de a,.
Mediante inmunodetección hemos cuantificado los niveles de «12 puesen las membranas
de nitrocelulosa incubadas con anticuemos anti «,~ y anti a~ no hemos detectado señal alguna.
Esto es posiblemente debido a que los niveles de a~ en corazón son mucho mayores que los de
a~’ y a~, (Fosíer el aL, 1990); de hecho Eschenhagen el aL, (¡991) no han detectado RNA
mensajero de ~ y niveles muy bajos de RNA mensajero de a,~ en miocardio de rata empleando
técnicas de hibridación.
No hemos podido acometer la cuantificación de los niveles de Q, proteína que tiene
unos niveles de expresión en corazón mucho más bajos que en cerebro y cuya concentración
es mayor en la aurícula que en elventrículo (Hoimery Homcy, 1991), debido a que el anticuerpo
anti a~, del que disponíamos daba reacción cruzada con las proteínas a,, cuyo decapéptido
carboxilo terminal tiene un alto grado de analogía con el de a0.
Los resultados obtenidos por las dos técnicas empleadas son contradictorios, pues de los
datos de la ADP-ribosilación se podría extraer la conclusión que disminuyen los niveles de a~,
mientras que los de inmunodetección indican que aumentan en el miocardio de los animales
entrenados. Resultados divergentes entre estas dos técnicas han sido obtenidos también por
Feidman el aL, (1988 y 1991) y Kessler el aL, (1989). Si bien la ADP-ribosilación catalizada por
toxina pertussis tiene una menorsensibilidad para cuantificar «1 pues, por ejemplo, en sarcolema
de perro, Fieming el aL, (1992) han medido aproximadamente 20 pmol de a,/a.,/mg proteína
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mediante ADP-ribosilación y 150 pmol/mg proteína mediante inmunodetección. Por estas
razones Bohm el aL, (1992a) cuestionan el que los niveles de la ADP-ribosilación catalizada por
toxina pertussis reflejen los verdaderos niveles de O y recomiendan el empleo de técnicas de
inmunodetección para cuantificarlos. No obstante, parece interesante el estudio de los niveles
de ADP-ribosilación catalizada por toxina pertussis puesto que como ya se ha mencionado,
éstos se podrían correlacionar con los de proteínas ci funcionales.
La divergencia entre los resultados obtenidos por estas dos técnicas podría explicarse
por algunas de las limitaciones que posee la ADP-ribosilación puesto que existen varios factores
que pueden afectar a la capacidad de la toxina pertussis para modificar covalentemente sus
sustratos: la cantidad de subunidades 13y (Neer el aL, 1984), la presencia de nucleótidos de
guanina unidos a las proteínas O y las propiedades biofísicas del microentorno lipídico de O~
(Ribeiro-Neto el aL, 1987). Además, la modificación covalente del residuo de Cys que ocupa la
cuarta posición desde el extremo carboxilo terminal, que es el aceptor del grupo ADP-ribosilo
(Milligan, 1988) puede bloquear a la ADP-ribosilación por la toxina. Así, se ha aislado una
ADP-ribosiltransferasa que es capaz de ADP-ribosilar proteínas O. in vitro (Tanuma el aL,
1988) y además de estos procesos de modificación covalente endógena se han encontrado
también inhibidores endógenos de la ADP-ribosilación catalizada por toxina pertussis (Ram-
Yokohama y Furuyama, ¡988 y Tanuma y Endo, 1990). Por otra parte existe evidencia
experimental de que Cys en una secuencia carboxio terminal -CAAX (donde C es Cys, A es un
aminoácido alifático y X es un aminoácido cualquiera), como las subunidades a, y el oncogen
ras, pueden ser isopreniladas (Glomsel el aL, 1990). Además el grado de fosforilación de &
puede modular también el nivel de ADP-ribosilación detectado (Walanabe el aL, 1988).
Se ha demostrado que la respuesta que media la proteína O, sobre la actividad de
adenilato ciclasa se puede inhibir por activación de proteína quinasa C y que ésta inactivación
de O se debe a su fosforilación por ésta proteína quinasa (Murphy el aL, 1989 y Pyne el aL,
1989). Un aumento en los niveles de fosforilación de O,, debido a una mayor actividad de
proteína quinasa en miocardio de animales entrenados, permitiría explicar que a pesar de que
los niveles de 0,, medidos por inmunodetección, son mayores en los animales entrenados, la
inhibición de la actividad de adenilato ciclasa es inferior en estas ratas con relación a sus
controles. Sin embargo, en contra de esta explicación está el hecho ya comentado de que sólo
una pequeña porción de 01«podría ser suficiente para acoplar los receptores inhibidores a
adenilato ciclasa y que variaciones en los niveles de O, no condicionarían el grado de inhibición
de la enzima.
Sólo existe en la bibliografía un estudio, publicado por Bóhm el aL, (1993), en el que se
estudia el efecto que tiene el ejercicio sobre los niveles de a en ratas envejecidas (28 meses)
y en el que se observa que con el ejercicio físico disminuyen los niveles de a de miocardio.
Se ha descrito un aumento en los niveles de 0, en cultivos de cardiomiocitos sometidos
a un tratamiento crónico con noradrenalina (Reiíhmann el aL, 1989). En gran cantidad de
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patologías cardíacas, en las que tienen lugar diferentes procesos de desensibilización heteróloga
del sistema 13-adrenérgico-adenilato ciclasa, se ha descrito también un aumento en los niveles
de Q en membranas de miocardio. Por ejemplo, en ratas espontáneamente hipertensas,Anand-
Srivaslava, (1992) ha detectado un aumento en los niveles de O, por inmunodetección, ADP-
ribosilación por toxina pertussis y en los niveles de sus RNA mensajeros; Bñhm el aL, (1992a
y 1992b) han encontrado resultados similares en ratascon hipertensión espontánea o adquirida;
en corazón de humanos con fallo cardíaco o cardiomiopatía dilatada Bóhm el aL, (1990y 1992c)
y Eschenhagen, (1992ay 1992b) han encontrado también resultados similares. Por ello BOhm el
aL, (1992a) han propuesto que cii podría tener un papel importante en varias enfermedades
cardíacas ejerciendo un control negativo de la actividad de adenilato ciclasa para proteger el
corazón de la sobreestimulación simpática. En este sentido hay que resaltar que en estos
estudios el aumento en los niveles de cii va acompañado de un incremento paralelo en los
niveles de inhibición de adenilato ciclasa vía receptores inhibidores; sin embargo, en nuestro
modelo animal no se da este paralelismo, lo que nos permite diferenciar los procesos de
desensibilización heteróloga descritos para diferentes patologías cardíacas, de humanos y de
modelos animales, del proceso adaptativo de desensibilización heteróloga que tiene lugar en
miocardio de animales entrenados.
4.2.4 Resumen
Los resultados del presente estudio aportan nuevos datos acerca de los mecanismos
adaptativos del miocardio al ejercicio físico de resistencia a nivel molecular, y cómo éstos son
diferentes a los que acontecen en algunas patologías cardíacas. Generalmente se considera que
el ejercicio físico tiene un efecto beneficioso para el sistema cardiovascular, pues incrementa la
capacidad funcional de este sistema y disminuye la demanda de oxígeno por el miocardio (Mc
Heniy el aL, 1989). La desensibilización heteróloga que se observa en el sistema B-adrenérgico-
adenilato ciclasa afecta a los diferentes componentes del sistema: a la densidad de receptores
B-adrenérgicos, a los niveles y funcionalidad de las proteínas O, y O,, y a la actividad catalítica
de la enzima. Estos resultados permiten explicar la bradicardia que se genera en los animales
de laboratorio y en humanos bien entrenados, y por otra parte indica que con el ejercicio físico
el sistema objeto de estudio se adapta en el sentido de proporcionar una respuesta
cardioprotectora frente a la sobreestimulación simpática que acompaña a la práctica deportiva.
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4.3 ADAPTACIÓN DEL SISTEMA Il-ADRENÉRGICO-ADENILATO CICLASA DE
HÍGADO DE RATA AL EJERCICIO FÍSICO
Como consecuencia del crecimiento en la demanda energética de los músculos
esquelético y cardíaco durante la realización de un ejercicio físico se producen en el hígado una
serie se procesos adaptativos conducentes a acelerar las rutas metabólicas que proporcionan
el combustible muscular (glucogenolisis y gluconeogénesis). En este sentido, como ya se ha
expuesto en la introducción, el papel del cAMP, y por ende del sistema de adenilato ciclasa,
como responsable del control de estas rutas, es importantísimo.
Sólo existen dos trabajos previos en la bibliografía, publicados por Dóhm el aL, (1976)
y por Yakovlev, (1974) en los que se haya estudiado parcialmente la adaptación al ejercicio físico
del sistema adenilato ciclasa en hígado. Por tanto, el presente es el primer trabajo en el que se
estudia de forma sistemática esta adaptación, incorporando técnicas y conceptos que no se
conocían en el momento en que estos autores publicaron sus estudios.
4.3.1 Receptores fi-adrenérgicos
Según los datos obtenidos ni la densidad, ni la constante de disociación por el ¡CV?,
de los receptores ¡3-adrenérgicos hepáticos se ve afectada como consecuencia del proceso
adaptativo. Este resultado parece bastante lógico si consideramos que las catecolaminas
plasmáticas sólo parecen ser importantes en la regulación de la liberación de glucosa en
ejercicios muy prolongados en el tiempo (Mc Keh’ie el aL, ¡991). Además según Wassemian y
Cheninglon, (1991) no existe evidencia experimental de que la noradrenalina liberada por los
terminales nerviosos simpáticos hepáticos sea esencial para aumentar la producción de glucosa
durante el ejercicio. Sin embargo, según Gardemann el aL, (1992) el sistema nervioso simpático
controla la liberación de glucosa directamente a través de sus terminales en el hígado e
indirectamente al estimular la liberación de glucagón por el páncreas y de catecolaminas de la
médula adrenal.
Por otra parte, está claramente establecido por estudios en los que se han empleado
diferentes bloqueantes adrenérgicos que la estimulación de las rutas metabólicas de liberación
de glucosa por los terminales simpáticos está mediada fúndamentalmente por receptores «~
adrenérgicos, no acoplados a adenilato ciclasa en ratas y conejos (Haríman el aL, 19.82 y H~mde,
1988).
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4.3.2 Regulación del sistema de adenilato ciclasa
4.3.2.1 Características rei~uladoras de la subunidad catalítica
Los resultados obtenidos en cuanto a la funcionaildad de la subunidad catalítica da la
adenilato ciclasa parecen indicar que se produce, en contraposición a lo que ocurría en
miocardio, un aumento de la actividad enziinática en el hígado de los animales entrenados. En
su estudio, al igual que en éste, Dóhm el aL, (1976) no observaron variaciones en la actividad
basal de la enzima (medida en presencia de Mg~ 10 mM); pero no ensayaron la actividad
enzimática en presencia de Mn2 o Mg2~/forscolina, lo que no permite establecer una
comparación más completa.
Las posibles explicaciones al aumento de la eficacia catalítica son similares a las que se
daban para la enzima de miocardio de estas ratas y suponen una elevación de los niveles y/o
funcionalidad de la subunidad catalítica en los animales entrenados. Otra posible explicación
supondría una variación en estos animales de la composición del microentorno lipídico de la
enzima; de hecho se ha observado que la composición de fosfolípidos de la membrana
plasmática de hígado varía en procesos de diabetes (Pierce el aL, 1983) afectando a la activación
de la enzima por forscolina (Pierce el aL, 1 983y Srivaslava, 1985).
4.3.2.2 Características reeuladoras de la proteína O
.
Como se deduce del aumento observado en los niveles de activación máxima de la
enzima por GppNHp y por fluoruro, la proteína O estimuladora del sistema parece sufrir alguna
modificación durante la adaptación hepática al ejercicio físico de resistencia. Esta modificación
podría explicarse en términos de una elevación en los niveles y/o funcionalidad de la proteína
O, en hígado de animales entrenados (medidos tanto por ADP-ribosilación catalizadapor toxina
colérica como por inmunodetección empleando un anticuerpo específico).
En su estudio Dohin el aL, <¡976) midieron la actividad específica de adenilato ciclasa
en presencia de una única y elevada concentración (10 mM) de fluoruro y no observaron
diferencias entre los animales entrenados y sus correspondientes controles sedentarios. La
diferencia entre los resultados de estos autores y los que se presentan en esta memoria pueden
deberse al empleo de protocolos de entrenamiento diferentes en cuanto a su duración e
intensidad. Además Dóhm etaL, (1976) emplearon ratas Sprague-Dawley que según Shyu et aL,
(1984) presentan una peor disposición para la carrera que las ratas Wistar empleadas en
nuestro estudio.
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4.3.2.3 Regulación por receDtores aconlados positivamente al sistema. 13-adrenér~icos y de
e1uca~ón
En este estudio se observa un desplazamiento hacia la izquierda de las curvas de
activación de adenilato ciclasa por concentraciones crecientes de isoproterenol y glucagón, y al
determinar las constantes de activación de la enzima para éstos dos mensajeros químicos se
obtiene un valor ligeramente inferior en los animales entrenados. Junto a este descenso en la
constante de activación se produce un aumento en la activación máxima de la enzima de hígado
en respuesta al ejercicio físico.
Estos resultados se pueden explicar de diferentes formas. La primera implicaría un
aumento en la densidad de receptores para estos dos mensajeros químicos en el hígado de los
animales entrenados. Si bien esta explicación podría ser válida para los receptores de glucagón,
no lo es para los B-adrenérgicos como atestiguan los ensayos de unión de ICYP a membranas
de hígado. Otra posibilidad, no excluyente de la anterior, sería que la eficacia del acoplamiento
entre estos receptores y la proteína O, fuese mayor, de forma que en hígado de los animales
entrenados habría un número mayor de receptores estimuladores en el estado de alta afinidad;
el aumento que se observa en este estudio en los niveles de Q sería un apoyo a este
razonamiento. Además, en apoyo de esta última posibilidad también está el trabajo de
Hammond el aL, (1988), quienes proponen que la regulación no coordinada entre los niveles de
(3, y el número de receptores ¡3-adrenérgicos permite explicar algunas situaciones fisiológicas
o patológicas en los que la respuesta fisiológica y el número de receptores no varían en el
mismo sentido.
Nuestros resultados difieren de los obtenidos por Dóhm et aL, (1976) para una
concentración 0.1 mM de adrenalina, quienes no observaron variación en los niveles de
activación promovidos por la catecolamina en los dosbloques de animales experimentales, pero
son equivalentes a los obtenidos por Yakovlev, (1974) para el hígado de ratas entrenadas por
natación.
4.3.2.4 Reaulación ne2ativa del sistema
Nuestro trabajo es el primero en estudiar la adaptación de estas vías de control negativo
del sistema al ejercicio físico intenso y regular.
En el hígado de animales entrenados hemos observado un aumento significativo en los
niveles de inhibición de la actividad de adenilato ciclasa promovidos por concentraciones
saturantes de adrenalina y angiotensina II. Si bien los niveles de inhibición de la actividad
enzimática obtenidos en este trabajo pueden parecer poco elevados, hay que decir que en
membranas de hígado, Jard el aL, (1981) detectaron inhibiciones equivalentes para
concentraciones saturantes de adrenalina y angiotensina II, dato que confirma la validez de los
132DISCUSIÓN
resultados que sepresentan en esta memoria. Además, recientementeLigge#yRaymon4 (1993)
han observado que los receptores «gadrenérgicos pueden acoplarse con O,, además de con oh
lo que también permite explicar los bajos niveles de inhibición obtenidos para concentraciones
elevadas de adrenalina.
Al igual que sucedía en miocardio de animales entrenados, parece que las diferentes vías
de control negativo del sistema, en hígado, siguen un proceso adaptativo común con la práctica
del ejercicio físico intenso y regular de resistencia. Estos resultados podrían interpretarse como
que los niveles de estos receptores inhibidores son mayores o presentan una afinidad mayor por
sus ligandos, modulada por la interacción receptor-O1, en los animales entrenados que en sus
controles sedentarios. Con respecto a la primera posibilidad, con los datos disponibles no se
puede concluir si es o no cierta, pues sería necesario realizar estudios de unión de ligandos; y
si bien no sería descartable en principio, parece poco probable que se produzca una variación
de la densidad de los receptores inhibidores que afectase de modo similar, al menos a los
estudiados, en respuesta al estímulo adaptativo que provoca el ejercicio físico. Con relación a
la segunda explicación, ésta se puede apoyar con el aumento en los niveles de G~ y O~ que se
ha detectado por inmunodetección en este trabajo, y que permitiría la formación de un mayor
número de complejos de alta afinidad receptor-proteína (3,que fuesen responsables del aumento
en los niveles de inhibición de la actividad enzimática que se observa en el hígado de los
animales entrenados. ci,,~ parece mediar la inhibición de la actividad enzimática por receptores
«2-adrenérgicos en plaquetas (Sñnonds el al., 1989) y ci,~ parece acoplar los receptores de
angiotensina a adenilato ciclasa en hepatocitos (Pobiner el aL, 1992).
4.3.3 Proteínas G
4.3.3.1 Niveles de O
.
Los resultados obtenidos tanto porADP-ribosilación catalizada por toxina colérica como
por inmunodetección llevan a la conclusión de que con el ejercicio físico aumentan los niveles
de las dos formas de a, en hígado. Estos resultados son los primeros en describir el efecto del
ejercicio físico intenso y regular de resistencia sobre los niveles de «, en este tejido y corroboran
los datos obtenidos para la vía estimuladora del sistema de adenilato ciclasa como ya se ha
discutido en el apartado 4.3.2. de esta memoria.
Mediante las dos técnicas empleadas se llega a la conclusión de que los niveles de la
forma de a, de menor masa molecular, 42 KDa, aumentan en mayor proporción que los de 46
KDa. Esta adaptación diferencial al ejercicio físico de resistencia puede ser importante no sólo
para la regulación de la actividad de adenilato ciclasa, efector al que activa más eficazmente
la forma grande de a,, sino también para la regulación de la funcionalídad de otros efectores
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a los que está acoplada Q, como son los canales iónicos de Ca24 y los de & (Mc Farlane-
Anderson, 1992). Además, dado que tanto la forma de 42 KDa como la de 46 KDa proceden
de la diferente modificación post-transcripcional de un mismo RNA mensajero, ésto indica que
estos mecanismos operan de forma diferente en el hígado de los animales entrenados que en
sus controles sedentarios como una respuesta adaptativa más al ejercicio físico..
4.3.3.2 Proteínas O
,
En los experimentos por inmunodetección realizados se han empleado anticuemos anti
a,, «2 y a~, y los resultados obtenidos parecen indicar que en membrana plasmática de hígado
sólo aparecen dos formas de a, a
2 y a~. Estos resultados concuerdan con los datos previos de
la bibliografía pues Mumby el aL, (1988) observaron la presencia de estas dos formas de «~ en
membrana de hígado de conejo, y Pobíner el aL, (1992) han demostrado que los hepatocitos de
rata sólo contienen RNA mensajero para las subunidades a de las proteínas ~a y 0j3.
El aumento en los niveles de aa, a~ junto con el de la subunidad ¡3 parecen indicar que
se produce un incremento en los niveles de las diferentes formas de O, que podría dar cuenta
del aumento en los niveles de inhibición de adenilato ciclasa detectados en este estudio.
Los resultados obtenidos por estas dos técnicas, al igual que hemos visto en miocardio,
son aparentemente contradictorias dado que por ADP-ribosilación parecen disminuir
ligeramente los niveles de a, mientras que por inmunodetección aumentan de forma muy
significativa. Palmery Housla% (1991) han obtenido resultados igualmente discordantes entre
estas dos técnicas en membrana plasmática de hígado de ratones genéticamente diabéticos
(db/db), y las explicaciones a estos resultados divergentes, así como las razones que justifican
el empleo de estas dos técnicas experimentales, son las mismas que se aportan en el apartado
4.2.3.2 de esta memoria.
En diferentes procesos patológicos hepáticos se producen también variaciones en los
niveles de ci, determinados por inmunodetección, así Palmery Houslay (1991> y Mc Farlane-
Anderson el aL, (1992) han medido un descenso de los mismos en membrana plasmática de
ratones genéticamente diabéticos (db/db) y genéticamente obesos (ob/ob), respectivamente.
4.3.4 Resumen
Los resultados que se presentan en esta memoria parecen indicar que se produce una
sensibilización que afecta, al menos, al efector del sistema (proteínas G y subunidad catalítica)
y no a los receptores B-adrenérgicos.Luego el sistema ¡3-adrenérgico-adenilato ciclasa de hígado
parece adaptarse al ejercicio físico en el sentido de responder a los requerimientos energéticos
del músculo cardíaco y esquelético con más rapidez y eficacia movilizando el metabolismo
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hepático en su papel de suministro de glucosa. Por otra parte, el aumento en los niveles de
inhibición observados en animales entrenados podría suponer un mecanismo adaptativo
protector de desconexión rápida del sistema después de un ejercicio prolongado para cortar
el aporte de glucosa al plasma.
4.4 ADAPTACIÓNDELSISTEMA Il-ADRENÉRGICO-ADENILATO CICLASADETEJIDO
ADIPOSO DE RATA AL EJERCICIO FÍSICO
Como ya se ha señalado en la Introducción de esta memoria, las reservas de
triglicéridos almacenadas en el tejido adiposo constituyen la mayor fuente de combustible
metabólico empleado por el músculo cardíaco y esquelético durante la realización de un
ejercicio físico sostenido en condiciones aeróbicas. La activación del sistema de adenilato ciclasa
a través de los receptores ¡3-adrenérgicos acoplados, es la principal responsable de la liberación
de ácidos grasos libres al torrente circulatorio gracias a la estimulación de la respuesta lipolítica
de los adipocitos. Por este motivo, y además porque los datos existentes en la bibliografía sobre
la funcionalidad del sistema ¡3-adrenérgico-adenilato ciclasa en animales y humanos entrenados
son escasos e incompletos, hemos acometido el estudio de la posible adaptación de este sistema
al ejercicio físico de resistencia en tejido adiposo de ratas.
4.4.1 Receptores il-adrenérgicos
Los resultados obtenidos en los ensayos de unión de ligandos indican, como se señala
en el capítulo de Resultados, que en nuestro modelo animal de entrenamiento por carrera se
produce un aumento en la densidad de receptores B-adrenérgicos de tejido adiposo sin que
varíe la afinidad de los receptores por el antagonista. Este resultado, en principio, podría dar
cuenta del aumento en la respuesta lipolitica a catecolaminas que han observado diferentes
autores en animales de laboratorio (Askew y Heckes 1976; Bukowiecki el aL, 1 9807 W7lliamsy
Bis/top, 1982; Shepherd el aL, 1986 e Izawa el aL, 1991) y en hombres entrenados (Crampes et
aL, 1986; Riviere el aL, 1989; Waiwenberg el aL, 1991 y Lónnqvist el aL, 1992).
En tejido adiposo de rata se ha demostrado la existencia de un tercer receptor 13-
adrenérgico funcional, en tanto en cuanto estimula la lipolisis vía adenilato ciclasa, que se
corresponde con los denominados receptores 13-adrenérgicos “atípicos” (Hollenga y Zaagsma,
1989). Este tercer tipo de receptores lA-adrenérgicos de rata, que recientemente ha sido donado
y expresado por Granneman elaL, (1992), no es reconocido en los ensayos de unión de ligandos
con los radioligandos que se emplean clásicamente (rH] Dihidroalprenolol,
[‘9] iodocianopindolol y ~H] C0P12177). Es por ello que Langin el al., (1991), que han
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intentado infructuosamente identificar los receptores 83-adrenérgicos empleando
concentraciones más altas que las utilizadas normalmente, han propuesto que uno de los retos
más importantes que tiene planteada la farmacología es la consecución de un antagonista
marcado que posea una elevada afinidad por estos receptores. Dado que hasta la actualidad el
reto planteado por Langin el aL, (1991) no se ha conseguido superar, nuestros resultados tan
sólo reflejan la variación en la densidad de los receptores “típicos” (fi, y B2-adrenérgicos).
Son pocos los trabajos existentes en la bibliografía en los que se estudia la variación en
la densidad o afinidad de los receptores 13-adrenérgicos de tejido adiposo con el ejercicio físico
en animales o humanos, pues si bien la mayoría se centra en el estudio del aumento en los
niveles de lipolisis estimulada vía receptor ¡3-adrenérgico no cuantifican la densidad o afinidad
de éste.
Bukowiecki el aL, (1980) y W¡lllams y Bis/top, (/982), en ratas entrenadas por natación,
no observaron variación alguna en la densidad o afinidad de los receptores ¡3-adrenérgicos entre
los animales entrenados y sus respectivos controles. La discrepancia en cuanto a densidad entre
estos resultados y los nuestros puede deberse al empleo de protocolos de entrenamiento
diferentes o al empleo de dihidroalprenolol por estos autores, en vez de [‘9] iodocianopindolol
(como en el presente estudio) que posee una afinidad y especificidad mayor que el
~H] dihidroalprenolol (Engel etat, 1981). ShepherdetaL, (1986) tampoco observaron diferencias
en la densidad o afinidad de estos receptores en tejido adiposo de ratas espontáneamente
hipertensas entrenadas; pero debido al empleo de este particular modelo animal experimental
es posible que sus resultados difieran de los presentados en esta memoria. Asimismo, en
humanos entrenados, Crampes el aL, (1986) y Wahrenberg elaL, (1991) tampoco han encontrado
variaciones en la densidad o afinidad de receptores ¡3-adrenérgicos de adipocitos con respecto
a sus controles, mientras que Ltnnqvist et aL, (1992) sí que han observado un aumento en los
niveles de receptores JA-adrenérgicos en adipocitos de hombres entrenados en una bicicleta
ergométrica.
4.4.2 Regulación del sistema de adenilato ciclasa
4.4.2.1 Características re2uladoras de la subunidad catalítica
Los resultados obtenidos cuando se mide la actividad de adenilato ciclasa en presencia
de concentraciones saturantes de Mg’~, Mn
2~ y M&~/forscoIina, así como subsaturantes del
diterpeno parece que indican que con la adaptación al ejercicio físico se produce un aumento
de la actividad enzimática en tejido adiposo, que puede atribuirse a una elevación en los niveles
y/o funcionalidad de la subunidad catalítica con el entrenamiento. Y este aumento podría
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contribuir al incremento en los niveles de lipolisis que han observado otros autores en animales
experimentales.
En tejido adiposo, a diferencia de lo que ocurría en corazón e hígado, se observa un
aumento significativo en la actividad de la enzima con el ejercicio físico, en presencia de una
concentración saturante de Mg24. Este hecho podría explicar el que en tejido adiposo los niveles
de activación de la enzima promovidos por el diterpeno sean similares en los dos bloques de
animales empleados, a pesar de que hemos observado un aumento en la actividad específica de
la enzima estimulada por diferentes concentraciones de forscolina en ratas entrenadas. Sin
embargo en corazón e hígado varía significativamente la activación promovida por el diterpeno
en presencia de Mg24, lo que podría deberse a pequeñas diferencias en la actividad basal no
detectadas debido a sus bajos niveles. Por tanto, el proceso adaptativo que sufre la subunidad
catalítica de la enzima en tejido adiposo no tiene por qué diferir del que acontece, por ejemplo,
en el hígado de los animales entrenados y se produce, como cabría esperar, en el mismo sentido.
No obstante, no se puede descartar que la ausencia de diferencias en los niveles de activación
de la adenilato ciclasa por forscolina reflejen una modificación en la capacidad del sistema ¡3-
adrenérgico-adenilato ciclasa para formar el complejo subunidad catalítica-a
5, puesto que el
diterpeno estimula en mayor grado la actividad enzimática cuando interacciona con este
complejo (Hubbard el aL, 1991).
En la bibliografía sólo existen cuatro publicaciones en las que se ha ensayado la actividad
de la subunidad catalítica, pero únicamente la actividad basal en presencia de una concentración
de Mg
24 saturante, y en ninguno de ellos se observan diferenciassignificativas entre los animales
entrenados y sus controles sedentarios (Yakovlev, 1974; Williamsy Bis/top, 1982 e Imwa el aL,
1986 y 1988). Luego, el presente se puede considerar que es, hasta el momento, el estudio más
completo de la posible adaptación al ejercicio físico de la subunidad catalítica del sistema
adenilato ciclasa.
4.4.2.2 Características remiladoras de la proteína O
.
En este estudio se ha cuantificado la actividad de adenilato ciclasa en presencia de
diferentes concentraciones de OppNHp y fluoruro que resulta significativamente mayor en las
ratas entrenadas. Sin embargo, cuando se determinan los niveles de activación para eliminar la
contribución de las diferencias observadas en la actividad basal de la enzima, no se detectan
diferencias entre los dos bloques de animales experimentales. Estos resultados parecen indicar
que la funcionalidad del componente regulador activador no se modifica como consecuencia de
la adaptación al ejercicio físico intenso y regular en nuestro modelo, y que las diferencias
observadas en la actividad son debidas a la diferente funcionalidad de la subunidad catalítica.
Por otra parte, estos resultados contrastan con el aumento en los niveles de O,
determinados tanto por ADP-ribosilación en presencia de toxina colérica como por
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inmunodetección. Un descenso en la capacidad de a~ para interaccionar con la subunidad
catalítica, como se ha planteado en el apartado 4.4.2.1. de esta Discusión, podría ser una
explicación a estos resultados. O alternativamente, podría suceder que el aumento en los niveles
del componente regulador estimulador, que no afecta por igual a la forma grande y pequeña
de O,, sería un mecanismo adaptativo encaminado a elevar la funcionalidad de efectores
distintos a la adenilato ciclasa, como los canales iónicos (Mc Farlane-Anderson, 1992). La
estimulación de estos efectores podría redundar en una estimulación de la actividad de
adenilato ciclasa, gracias a procesos de regulación cruzada vía proteína quinasa C que fosforila
diferentes componentes del sistema, tal y como se ha descrito por Gorin el aL, (1990) y
Mazancourt el aL, (1991).
Yakovlev, (1974) y Williams y Bis/top, (1982) tampoco han observado diferencias entre
ratas entrenadas y sus controles cuando han ensayado la actividad enzimática en presencia de
una concentración saturante de fluoruro. Por otra parte, y en contra de los dos estudios
anteriores y del nuestro, Izawa el aL, (1986) han descrito un aumento en Ja actividad de
adenilato ciclasa estimulada por concentraciones saturantes de cippNHp, sin que varíe la
constante de activación de la enzima por el modulador, en ratas entrenadas.
4.4.2.3 Re2ulación por la vía estimuladora l3-adrenér2ica
La curva obtenida al ensayar la actividad enzimática en presencia de concentraciones
crecientes de isoproterenol, se desplaza hacia la izquierda en los animales entrenados, lo que
indica una disminución de la constante de activación por el agonista, sin que se afecte la
respuesta máxima.
En estudios realizados en adipocitos humanos Crampes el aL, (1989) también han
comprobado que la mínima concentración de adrenalina necesaria para estimular la lipolisis es
menor en deportistas (lO~ M) que en personas sedentarias (10’ M), lo que estaría de acuerdo
con los resultados obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, Yakovtev, (1974), Williamsy
Bis/top, (1982), Izawa el aL, (1986, 1988y 1991) y Shepherdy Bali, (1988) describen un aumento
significativo en la activación de adenilato ciclasa, a concentraciones saturantes de catecolaminas,
en animales entrenados, mientras que en nuestro estudio no se aprecian diferencias significativas
en los niveles de activación por isoproterenol 5~105 M entre las ratas entrenadas y sus controles
sedentarios.
Dado que se ha observado un aumento en la densidad de receptores 13-adrenérgicos de
tejido adiposo de animales entrenados, nuestros resultados se podrían explicar sobre la base de
un incremento en el número de “spare-receptors” en tejido adiposo de rata (Lacasa elaL, 1984),
cuyo nivel ha sido estimado en un 50% del total de receptores por Ame, (1992). En cualquier
caso, hay que tener presente las limitaciones que tienen los ensayos de unión de ligandos en
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tejido adiposo de rata para cuantificar la densidad “real” de receptores ¡3-adrenérgicos debido
a la existencia de receptores 83, receptores atípicos no reconocibles por los radioligandos
clásicos (véase el apartado 4.4.2 de esta memoria).
Los resultados obtenidos también se podrían interpretar sobre la base de un aumento
en la afinidad del receptor por el agonista con el ejercicio físico, que podría reflejar un aumento
en el número de complejos receptor-O, de alta afinidad, de forma opuesta a lo que sucedía en
corazón. Así, Williams y Bis/top, (¡982) han descrito un aumento en el número de receptores
que se encuentran en el estado de alta afinidad en tejido adiposo de ratas entrenadas por
natación, a pesar de que en su estudio no observaron variación alguna en la densidad de
receptores 8-adrenérgicos. Izawa el aL, (1986) también han observado que los niveles de
liberación de CHI ODP promovidos por catecolaminas son mayores en membranas de tejido
adiposo de ratas entrenadas, resultado que indica que el ejercicio físico podría incrementar la
capacidad de los receptores 13-adrenérgicos para interaccionar con ci. o un aumento en los
niveles de O, (Jzawa el aL, 1986 y S/tep/terdy Bali, 1988).
4.4.2.4 Regulación neeativa del sistema
Se ha estudiado únicamente la vía de adenosina, una de las más importantes en tejido
adiposo, y no se han observado variaciones significativas en la inhibición de la actividad de
adenilato ciclasa promovida por elagonista ciclohexiladenosina en ratas entrenadas con respecto
a sus controles. Williatns y Bis/top, (1982), sin embargo, sí han observado un descenso
significativo en los niveles de inhibición promovidos por adenosina en ratas entrenadas.
También en ratas Izawa et aL, (1988) han determinado unos menores niveles de inhibición por
cii? de la actividad enzimática estimulada por forscolina y Wahrenberg el aL, (1991) han
observado en mujeres deportistas un menor efecto antilipolítico de catecolaminas, a pesar de
no variar la densidad y afinidad de receptores a2-adrenérgicos con respecto a sus controles
sedentarios. Estos tres trabajos coinciden en atribuir los resultados obtenidos a una posible
alteración en la funcionalidad o niveles de O~.
En nuestro caso, hemos medido por inmunodetección un descenso significativo en los
niveles de aa, forma mayoritariamente implicada en la inhibición de adenilato ciclasa, que no
sería relevante si se considera que tan sólo una pequeña parte del total de: O, podría ser
suficiente para acoplar los receptores inhibidores a adenilato ciclasa tanto en adiposo como en
otros tejidos. Así, Begin-Heick, (1992) han llegado a hablar de la existencia de “spare O,” en
membranas de tejido adiposo de ratonespara explicar unas discrepancias similares a las nuestras
entre los niveles de O, inmunodetectados y los de inhibición de adenilato ciclasa. Una posible
interpretación de los resultados obtenidos podría implicar un aumento en la eficacia del
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acoplamiento entre 012 y el receptor de adenosina que compensase el descenso en los niveles
de la isoforma «~.
4.4.3 Proteínas G
4.4.3.1 Niveles de 6
.
Los resultados obtenidos al cuantificar los niveles de O. por ADP-ribosilación catalizada
por toxina colérica e inmunodetección, son coincidentes tanto en el reconocimiento de dos
sustratos (de 42 KDa y 46-47 KDa) como en sus niveles, que aumentan como consecuencia de
la adaptación al ejercicio físico. Las dos proteínas reconocidas corresponden a Las dos formas
de a~, grandey pequeña, que se ha descrito posee el tejido adiposo (Mllhigany Saggerson, ¡990).
Estos resultados permiten explicar los datos obtenidos al estudiar la funcionalidad del
componente regulador, y del receptor ¡3-adrenérgico de la vía estimuladora del sistema, tal y
como se ha discutido anteriormente en el apartado 4.4.2.
Izawa el aL, (1988) han publicado el único trabajo existente en la bibliografía en el que
se han cuantificado los niveles de O, mediante ADP-ribosilación en presencia de toxina colérica
en membranas de tejido adiposo de ratas controles y entrenadas. Sus resultados no coinciden
con los que se presentan en esta memoria, tanto porque no observan variaciones en los niveles
de AOP-ribosilación entre los das bloques de animales experimentales, como porque en su
estudio sólo reconocen un sustrato ADP-ribosilado de 45 KDa de masa molecular. Las
diferencias entre sus resultados y los del presente estudio se pueden deber al empleo de
protocolos de ADP-ribosilación que difieren sustancialmente en el medio, tiempo y temperatura
de incubación, y también en las condiciones de electroforesis empleadas. Por otra parte, los
datos que se han obtenido por inmunodetección corroboran la existencia de las dos formas de
a, descritas en la bibliografía.
Como en hígado, en tejido adiposo de animales entrenados el proceso de adaptación al
ejercicio físico parece afectar de modo diferencial a las dos formas de «r puesto que los niveles
de la forma pequeña aumentan en mayor proporción que los de la grande. Este hecho puede
tener importantes consecuencias en la regulación tanto de adenilato ciclasa como de otros
efectores que se ha descrito están acoplados a O. (como los canales iónicos). Begin-Heick,
(1992) ha descrito un proceso adaptativo que afecta también de manera diferente a las formas
grande y pequeña de a, en membranas de tejido adiposo de ratones genéticamente diabéticos
(db/db).
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4.4.3.2 Proteínas ci
,
El presente trabajo se puede considerar que es el primero, al igual que hemos visto
sucede en hígado, en estudiar la posible modificación de los niveles de las diferentes formas de
ci, que se expresan en tejido adiposo, con la adaptación al ejercicio físico dinámico de
resistencia.
En los experimentos de inmunodetección se han empleado anticuemos específicos para
cada una de las formas de a (a,~, «~, a,~) de vertebrados, y los resultados obtenidos, en
coincidencia con los de otros autores (Green el aL, 1990), indican la existencia en tejido adiposo
de rata de todas ellas.
Les resultados obtenidos por ADP-ribosilación catalizada por toxina pertussis e
mmunodetección son aparentemente contradictorios, pues si bien por la primera técnica parece
que disminuyen los niveles de a ,por inmunodetección sólo lo hace «u mientras que a, y ~
parece que aumentan en la membrana plasmática de tejido adiposo de ratas entrenadas. Las
razones que permiten explicar los resultados aparentemente divergentes obtenidos por estas dos
técnicas, así como aquellas que justifican el empleo de la ADP-ribosilación, son las mismas que
se han relacionado en el apartado 4.2.3.2 de esta memoria. Begin-Heic/~ (/992) ha obtenido
también resultados discordantes entre estas dos técnicas en tejido adiposo de ratones
genéticamente diabéticos (dh/db). Por otra parte, Slrassheim etat, (1991) también han descrito
un proceso de adaptación diferente para las diferentes formas de a medidas por
mnmunodetección en membranas de tejido adiposo de ratones genéticamente diabéticos
(db/db).
Izawa el aL, (1988) son los únicos que han estudiado la variación en los niveles de a~
mediante ADP-ribosilación en presencia de toxina pertussis en tejido adiposo de ratas
entrenadas. Los resultados que describen son diferentes a los de esta memoria en cuanto al
número de sustratos ADP-ribosilados que se detectan en los autorradiogramas pero coinciden
en el sentido de las variaciones observadas. Las diferencias entre su estudio y el nuestro, en
cuanto a los sustratos de modificación covalente reconocidos, posiblemente se deben al empleo
de procedimientos de ensayo y separación electroforética de las muestras diferentes. En
cualquier caso el trabajo de Izawa el al., (1988), por todas las razones aportadas en el apartado
4.2.3.2 de esta memoria, en cuanto a las limitaciones que tiene la ADP-ribosilación, podría no
reflejar la variación real de las proteínas a, en tejido adiposo de animales entrenados.
Las posibles interpretaciones fisiológicas que se pueden hacer sobre las variaciones de
a, observadas son escasas, pues no se conocen con exactitud todos los efectores que están
acoplados a cada una de sus formas; en este sentido y si bien parece claro que «u es la proteína
principalmente responsable de la inhibición de adenilato ciclasa (Simonds el aL, .1989), todas las
formas de a parecen implicadas en la regulación de canales iónicos (Spiegel el aL, 1992). En
cualquier caso, «~, y a,~ no parecen estar acopladas a la inhibición de adenilato ciclasa en tejido
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adiposo, y en cuanto al papel que desempeña la variación observada en los niveles de «2 en el
control negativo de la enzima, ya se ha discutido en el apartado 4.4.2.4 de esta memoria.
4.4.4 Resumen
Los resultados del presente estudio en su conjunto constituyen una aportación
importante al conocimiento de los procesos adaptativos que se producen en el tejido adiposo
con la práctica de un deporte intenso y regular de resistencia, como es la carrera. En el sistema
13-adrenérgico-adenilato ciclasa estos procesos están encaminados al aumento en los niveles de
producción de cAMP dado que se observa una sensibilización de la vía estimuladora del sistema
sin que aparentemente se modifiquen las vías de control negativo del mismo. Esta adaptación
conileva un aumento en los niveles de lipolisis que permite a este tejido satisfacer la demanda
energética de los músculos cardíaco y esquelético durante la realización del ejercicio físico.
Además, nuestros datos no son excluyentes con la posibilidad de que este proceso adaptativo
provoque también modificaciones en etapas de la cadena de estimulación de la lipasa sensible
a hormona, posteriores a la del sistema que hemos estudiado, tal y como han descrito
Bukowiecki el aL, (1980); S/tepherd y Bali, (1988); fzawa el aL, (1991) y Wahrenberg, (1991).
4.5 DISCUSIÓN INTEGRADA DE LA ADAPTACION DEL SISTEMA il-ADRENÉRGICO-
ADENILATO CICLASA EN CORAZÓN, HÍGADO Y TEJIDO ADIPOSO AL
EJERCICIO FÍSICO
El esfuerzo físico intenso y regular promueve una serie de modificaciones más o menos
permanentes en el sistema neuroendocrino, y la movilización del sistema simpato-adrenal es una
de las principales componentes de esta respuesta adaptativa. Además de las conclusiones
particulares que se han expuesto en los sumarios de la discusión efectuada para cada uno de
los órganos y tejidos estudiados, se puede extraer una conclusión final acerca de cómo operan
de forma integrada en el organismo los mecanismos adaptativos a este estímulo fisiológico.
Estos mecanismos son específicos para cada tejido y en su conjunto permiten una
respuesta coordinada del organismo al esfuerzo físico. Así, el corazón se adapta en el sentido
de aumentar la eficacia y disminuir la frecuencia de su contracción para aumentar el flujo
sanguíneo hacia el resto del organismo, y esta adaptación cardiovascular además permite un
transporte más eficaz de los diferentes combustibles metabólicos desde sus centros de
producción y exportación (hígado y tejido adiposo) hasta los centros de demanda y consumo
que son los músculos cardíaco y esquelético. Además, el hígado y el tejido adiposo se adaptan
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en el sentido de satisfacer esta demanda energética muscular durante el ejercicio con mayor
rapidez y eficacia. De este modo la unidad de interrelación metabólica que constituyen el
músculo cardíaco, hígado y tejido adiposo ofrece una respuesta integrada y más eficaz al
ejercicio físico.
El sistema ¡3-adrenérgico-adenilato ciclasa, responsable del control de gran parte de estos
procesos fisiológicos, se adapta también de forma diferente pero coordinada. En este sentido,
se han descrito respuestas adaptativas diferenciadas en función del tejido, en el sistema
13-adrenérgico-adenilato ciclasa en diversas situaciones fisiopatológicas (Malbon e: aL, 1988). Así
en un modelo de hipotiroidismo se produce en corazón un descenso en la densidad de
receptores 13-adrenérgicos y en la respuesta mediada por ellos, resultados que contrastan con
el aumento observado en hígado para la densidad de los receptores y la respuesta mediada o
con la ausencia de variaciones en la densidad de receptores y el descenso en la respuesta en
tejido adiposo. Con hipertiroidismo, para estos mismos órganos, los resultados son exactamente
opuestos; y en animales adrenalectomizados también se originan respuestas adaptativas
diferentes en corazón, hígado y adiposo, en cuanto a la densidad de receptores ¡3-adrenérgicos
y la respuesta mediada por ellos. Asimismo Buckenmeyer el aL, (1990) y Ptourde el aL, (1993)
han descrito procesos adaptativos al ejercicio físico de resistencia que afectan de forma diferente
al sistema 8-adrenérgico-adenilato ciclasa de distintos tipos de músculo esquelético.
CONCLUSIONES
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5 CONCLUSIONES
La conclusión general de este estudio es que el sistema adenilato ciclasa sí que
experimenta importantes modificaciones adaptativas como consecuencia del ejercicio físico de
resistencia intenso y regular, y que estas modificaciones son distintas en función del tejido
(corazón, hígado y adiposo) y coherentes con el papel regulador ejercido por este sistema de
transducción en cada uno de ellos, lo que garantiza una respuesta coordinada al estimulo
fisiológico. Los resultados que se resumen en la Tabla XIV arrojan las siguientes conclusiones
acerca de las adaptaciones observadas en el sistema con el ejercicio físico:
* Receptor
- Si bien no existen variaciones en la afinidad de los receptores ¡3-adrenérgicos por
antagonistas en ninguno de los tres tejidos, la densidad de receptores disminuye
en corazón y aumenta en tejido adiposo, mientras que en hígado no varía.
* Efector
- La actividad enzimática atribuible a variaciones en los niveles y/o funcionalidad
de la subunidad catalítica de adenilato ciclasa disminuye significativamente en
miocardio, mientras que en tejido hepático y adiposo aumenta.
- La funcionalidad de la proteína O,, evaluada por su capacidad de activación de
la subunidad catalítica de adenilato ciclasa, disminuye en corazón, aumenta en
hígado y en tejido adiposo no varía.
- Los niveles de proteína a, y de ADP-ribosilación por toxina colérica disminuyen
en el miocardio de los animales entrenados, mientras que en tejido hepático y
adiposo aumentan. Les niveles de las diferentes formas de a~ presentes en estos
tres tejidos aumentan en los animales entrenados, excepto los de a~ que
disminuyen en tejido adiposo, mientras que los niveles de ADP-ribosilación
catalizada por toxina pertussis son menores en los animales entrenados en todos
los tejidos estudiados.
* Receptor/efector
- La actividad de adenilato ciclasa estimulada por agonistas 13-adrenérgicos es
menor en corazón, mientras que aumenta en hígado y tejido adiposo. La acción
del glucagón en este sentido es similar a la de los receptores ¡3-adrenérgicos.
- La actividad de la adenilato ciclasa determinada en presencia cíe agonistas de
diferentes receptores inhibidores disminuye en corazón, aumenta en hígado y no
varía de modo significativo en tejido adiposo.
Por tanto, se concluye que el sistema de adenilato ciclasa de corazón se desensibiliza
como consecuencia del ejercicio físico intenso y regular de resistencia, mientras que en tejido
hepático y adiposo se hipersensibiiza. Sin embargo, las variaciones adaptativas para los
diferentes componentes del sistema de adenilato ciclasa de hígado y adiposo no cursan en un
CONCLUSIONES 145
sentido estrictamente opuesto. Además, las modificaciones adaptativas que se observan en este
sistema en tejido hepático son diferentes a las detectadas en adiposo, a pesar de que los dos
tienen un papel de suministro energético al tejido muscular durante la realización del ejercicio
físico.
TABLA XIV. Resumen de las adaptaciones que
ciclasa en corazón, hígado y tejido
afectan al sistema ¡3-adrenérgico-adenilato
adiposo de los animales entrenados
CORAZON
Rc-13
Bmax
Kd
AC
C (Mn2~ y FK)
O, (P y OppNHp)
ISO
Inhib. de AC
1.
O
1
1
.1.
HíGADO
O
O
1
1
1
TEJ. ADIPOSO
1
O
1
O
1
1 o
Prot. O
1
1
1
1
O
1
1
¡3
CTX
PTX
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
lic-li, receptores B-adrenérgicos; Bmax, densidad de receptores; Kd, constante de disociación; AC, adenilato ciclasa;
C, subunidad catalítica; FK, forscolina; F, fluoruro; OppNHp, guanhlilimidodifosfato; ISO, isoproterenol; Inhib. de AC,
inhibición de adenilato ciclasa; a y B, niveles de las diferentes subunidades a y 8 de proteínas G determinados por
innntnodetección; CTX, niveles de ADP-nbosilación catalizada por toxina colérica; PTX, niveles de ADP-ribosilación
catalizada por toxina pertussis. Las flechas indican la existencia de variaciones significativas y el sentido en el que se
producen; O, indica ausencia de diferencias.
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